Tesis Doctoral

Caracterizacion funcional
de las tiorredoxinas f y m
en Arabidopsis thaliana

CSIC

Universidad de Granada
Programa de Doctorado en Bioquimica
y Biologia Molecular

Estacion Experimental del Zaidin (CSIC)

Juan Fernandez Trijueque

Granada, Noviembre de 2015



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Juan Fernandez Trijueque

ISBN: 978-84-9125-836-0

URI: http://hdl.handle.net/10481/43574


http://hdl.handle.net/10481/43574







Caracterizacion funcional de las Tiorredoxinas f y m
de Arabidopsis thaliana

Memoria que presenta el licenciado en Bioquimica

Don Juan Fernandez Trijueque para optar al grado de doctor.

Fdo: Juan Fernandez Trijueque

V° B° del Director y del Co-director del trabajo

Directora de Tesis Co-director de Tesis
Fdo.: Dra. Mariam Sahrawy Fdo.: Dr. Antonio Jesus Serrato Recio
Barragan

Cientifico titular
Investigadora Cientifica

Granada, Noviembre de 2015












El trabajo que se presenta en esta memoria de Tesis Doctoral ha sido realizado en
el Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular de Plantas de la Estacion
Experimental del Zaidin (EEZ) de Granada, perteneciente al Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, gracias a la concesion de una beca de Formacion de
Profesorado Universitario (FPU) del Ministerio de Educacion, y ha sido financiado por los
proyectos BIO2009-07297 concedido por el anterior Ministerio de Ciencia e Innovacién
de forma conjunta con el Fondo Europeo de Desarrollo Regional, por el BIO2012-33292
del Ministerio de Economia y Competitividad y por los proyectos P07-CVI-2795 y BIO 154

concedidos por la Junta de Andalucia.

Los resultados de esta Tesis Doctoral han sido presentados en los siguientes

Congresos Cientificos:

IX Reunién de Biologia Molecular de Plantas. Celebrado en Santiago de Compostela

(Espafa). 2-4 Julio 2008. Participacion con poster titulado “Regulacion por azucares y

hormonas del estado redox de las plantas” (P106).

X Reunién de Biologia Molecular _de Plantas. Celebrado en Valencia (Espana).

Organizado por el Departamento Espafol de Ciencia e Innovacion, la Sociedad
Espafnola de Bioquimica y Biologia Molecular y la Sociedad Espafiola de Fisiologia
Vegetal. Participacion con poéster titulado “Respuesta de las tiorredoxinas de guisante

(Pisum sativum) frente al estrés salino” (P05-012). 2010.

XXXV Congreso de la Sociedad Espariola de Bioquimica y Biologia Molecular (SEBBM).

Celebrado en Sevilla (Espafia) 2012. Participaciéon con poster titulado: "Plastid
thioredoxins f and m in Arabidopsis thaliana: localization and functional characterization"
(P03-60).

Plant Biology Congress Freiburg 2012. Celebrado en Freiburg (Alemania) 2012.

Organizado por la FESPB (Federation of European Societies of Plant Biology) y la EPSO
(European Plant Science Organisation). Participacion con péster titulado "Localization
and functional characterization of the plastid thioredoxins fand min Arabidopsis
thaliana" (P-9-16).

XlIl Congreso Hispano-Luso de Fisiologia Vegetal. Celebrado en Lisboa (Portugal) 2013.

Participacién con péster titulado: “Physiological and proteomic survey of Arabidopsis

thaliana thioredoxins f and m knock-out lines” (S5-P25).



XXXVII Congreso de la Sociedad Espariola de Bioquimica y Biologia Molecular (SEBBM).

Celebrado en Granada, 9-12 Septiembre 2014. Participacion con péster titulado: “Analisis
protedmico en plantas de Arabidopsis thaliana deficientes en las Tiorredoxinas f y m
plastidiales” (P08-3).

Asi mismo, parte de los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral han sido

publicados en los siguientes articulos:

Fernandez-Trijueque, J., de Dios Barajas-Lépez, J., Chueca, A., Cazalis, R.,
Sahrawy, M., & Serrato, A. J. (2012). Plastid thioredoxins f and m are related to the
developing and salinity response of post-germinating seeds of Pisum sativum. Plant
science, 188, 82-88.

Serrato, A. J., Fernandez-Trijueque, J., Juan-de-Dios Barajas-Lopez, A., & Chueca,
M. S. (2013). Plastid thioredoxins: a “one-for-all” redox-signaling system in plants.

Frontiers in plant science, 4.









El Doctorando D. Juan Fernandez Trijueque y los Directores de la tesis, la Dra.
Mariam Sahrawy Barragan y el Dr. Antonio Jesus Serrato Recio, garantizamos al firmar
esta tesis doctoral, que el trabajo ha sido realizado por el doctorando bajo la direccién de
los directores de la tesis y hasta donde nuestro conocimiento alcanza, en la realizacién
del trabajo, se han respetado los derechos de otros autores a ser citados, cuando se han

utilizado sus resultados o publicaciones.

Granada, Noviembre 2015.

Director/es de la Tesis Doctorando

Fdo.: Fdo.:






indice

L= INTRODUGCCION ...ttt 1
LN o] 4 (=T o) d] o F= T TP PPPPPPPPP 3
A.1.- Caracteristicas generales. .........cccoooiiiiiiiiiiiii e 3
AL2.- ESIIUCKUIA. ...eiiiiiiiiii e 4
A.3.- FUNCIONES GENETAIES......cceeieieeiie e e 8
A.4.- Mecanismo catalitico de reacCion. ..............ccccuuueiiiiiiiiiiiiiie 9
B.- TRXS VEQELAIES. ... 11
B.1.- Diversidad de TRXs en vegetales. ...........cccccoooiiii, 11
B.2.- TRXs plastidiales ........oouuuiiiieieeeeeee e 13
B.3.- TRXS CIHOSOIICAS. ...coeeieeeeeeeeeeeeeeeee 15
B.4.- TRXs mitocondriales. ..o 17
B.5.- NUCIEOITEdOXINGS. ....ccooeeeeeeeeeeeeee e 18
C.- TRXs plastidiales...........oouuuiiiiiiieieeeee e 18
C.1.- Sistemas de redUCCION. .........ccooiiiiiiiiiiiiiie e 18
C.2.- Dianas MOIECUIAIES. ..........oeiiiiiiiiiiiiee s 22
C.3.- Mecanismos de regulacion redox de las dianas. ..........cccccceeeeeeeeeeennn, 28
C.4.- Funciones bioquimicas y fisioldgicas. ...........ccceeeeiiieiiiiiiiiiiiii e, 30
C.5.- Regulacion de la actividad de TRXs plastidiales. ............ccccceeeeeeeeenn. 46
11.- MATERIALES Y METODOS ..ot 49
A.- Seccion |: Material DiolOQICO. .......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51
A.1.- Arabidopsis thaliana...............cooiiiiiiiiiic e 51
A.2.- Guisante (PiSUm SAtiVUM). .........uuiiiiiiaiiiiiiiiiieeeee e 51
A.3.- ESCheriChia COli. ........uuuiiiiiiiiiiiiii 52
A.4.- Agrobacterium tumefaciens. ..............uuuuiiiiiiiiiiii e 53
A.5.- SACCharomyCes CEreVviSIae. ..........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieaaeeees 53

B.- Seccion II: Analisis y manipulacion de acidos nucleicos. ............ccccceeueeee. 54



= P I 4= Yo! (0] (<Y< TP 54

B.2.- Oligonucledtidos. .........ovvuiiiiiiiieeeeeee e 59
B.3.- Aislamiento de ADN gendmico de tejidos vegetales............cccc.ococ. 65
B.4.- Aislamiento de plasmidos. .........cooiiiiiiiiiiiiiii 65

B.5.- Preparacién de muestras de tejidos vegetales para analisis genotipicos

0T 0] g O o S 65
B.6.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). ... 66
B.7.- PCR de COoIoNIas. ......coooeeeeeeeeeeeeeeeeee 66
B.8.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa. .............ccceevveevivinceeeeennnn. 67
B.9.- Purificacion de fragmentos de ADN en agarosa. .............ccovvvvveeeennn... 67
B.10.- Restriccion de ADN plasmidiCO.........ccceeviiviiiiiiiiiiiieeece e, 67
B.11.- Ligacion de ADN. .......cooiiiiieiiiiee e 67
B.12.- Mutagénesis dirigida mediante PCR...........ccccoiiiiiiiiiiiiee e 68
B.13.- Secuenciacion de ADN. ..........ooiiiiiiiiiiie e 69
B.14.- Aislamiento de ARN total de tejidos vegetales..........ccccccoovviniiinnn. 69
B.15.- Sintesis de ADNC. ..o 69
B.16.- RT-PCR semicuantitativa.............cccooooeeii, 70
B.17.- RT-PCR cuantitativa. ..., 70
C.- Seccion lll: Métodos de analisis y manipulacién de proteinas. ................. 71
C.1.- Aislamiento y cuantificacién de proteinas. ...........ccccvveviiiiiiiiiiieeieeeenns 71
C.2.- Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE. .............coieviiiiinnnn... 73
C.3.- Tincion de proteinas con azul de Coomassie. ...........ccoevvveeeieeeeeenennn, 74

C.4.- Inmunodeteccion de proteinas mediante la técnica de western-blotting.

.................................................................................................................... 75
C.5.- Electroforesis bidimensional. ...............ooeiiiiiiiii e 76
C.6.- Analisis de péptidos por espectrometria de masas. ..............ccccceee. 77
C.7.- Técnicas de cromatografia de afinidad. ..........ccccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 78

C.8.- Determinaciones eNzimMaAtiCas. ....c.eenveeee e 80



indice

D.- Seccion IV: Métodos de transformacion genética. .............coooevvvvieeeeeen. 81
D.1.- Escherichia COli........oooooiiiie 81
D.2.- Agrobacterium tumefacCiens. ........oouuuiiiiieee e 83
D.3.- SaccharomyCes CEreViSIae. ..........cuuuuuiiiiieeeeeeeeeiee e 83
D.4.- Crio-conservacion de cepas bacterianas. ...........cccceveveeiveieeiiiiiiiineeeeee, 84
D.5.- Arabidopsis thaliana. ...........ccooeiiiiiiiiiii e 84

E.- Seccidn V: Métodos de caracterizacion fisiologica. ..............eeeueeeeiiiiinnnnnne. 86
E.1.- Caracterizacion in VItr0. .........ccuuuiiiiiiiie e 86
E.2.- Caracterizacion de plantas de Arabidopsis sembradas en tierra. ....... 88
E.3.- Tincion de hojas con Iugol. ... 88
E.4.- Extraccion de azucares solubles y almidon. ...........ccooooviiiiiiiiinnnn, 89
E.5.- Determinacidn del contenido de azucares solubles y almiddn............ 89
E.6.- Extraccién y cuantificacion de pigmentos fotosintéticos. .................... 92
E.7.- Técnicas de MIiCroSCOPIA. ....uiiiiiiiii e 93
E.8.- Determinacion de parametros fotosintéticos. ........ccooeeeiiiiiiiiiiicinn. 94
E.9.- Tincion histoquimica para B-glucuronidasa (GUS). .........cccccceeeee. 97
E.10.- Medida del contenido en ROS. ...t 98

F.- Seccion VI: Software informatico y recursos on-line.................coooevvvnnnnnnnn. 98
F.1.- Software para analisis de acidos nucleicos y proteinas. ..................... 98
F.2.- Software para tratamiento de imagenes. ............ccccccciiiiiiiiiiiiiiinnnnns 99
F.3.- Software para analisis de parametros fotosintéticos. .............cc........... 99
F.4.- Recursos on-line utilizados. .............cccooiiiiiiiiiiiii 99

.- OBJETIVOS ... e e e e et e e e e e e e e e e ennnnes 103
V.- RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e anneeeeeean 109

A.- Expresion y localizacién de TRXs fy m de Arabidopsis. ..........cccovvveeeeeee. 111

A.1.- Expresion génica en diferentes 0rganos. ...........ccccceeeeenneeniiinnnnnnnnnns 111

A.2.- Estudio “in silico” del contenido de proteinas en distintos 6érganos... 111



A.3.- Busqueda de motivos reguladores en las secuencias promotoras. .. 113
A.4.- Localizacion en tejidos ¥y Organos. ..........coeeveeiiiiieieiiiiieeeeeiee e 119

B.- Estudios in vitro con las formas purificadas de las TRXs fy m de Arabidopsis.

...................................................................................................................... 137
B.1.- Expresion y purificacion de TRXs recombinantes............................. 137
B.2.- Inmunodeteccion de las proteinas recombinantes purificadas. ........ 138

B.3.- Especificidad funcional de las TRXs f y m de Arabidopsis en la activacion
redox de la FBPasa. ... 139

B.4.- Busqueda de dianas para las TRXs fl y f2 en extractos de

iINFlOreSCENCIAS Y FAICES. ...oovvvieii e 142
C.- Estudio de lineas defectivas en TRXs f y m de Arabidopsis. .................. 152

C.1.- Aislamiento de mutantes knock out y evaluacion de la supresion génica.

.................................................................................................................. 152
C.2.- Caracterizacion fiSiolOgiCa. ........ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 158
C.3.- Caracterizacion del proceso fotosintético. .........ccooeevviiiiiiiiiiiiiininnnnn. 172

C.4.- Adaptaciones del metabolismo de carbohidratos en respuesta a la

ausencia de cada isoformade TRX fO M.....ccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 178
C.5.- Analisis del proteoma de las lineas mutantes trxfy m...................... 187

D.- Estudio de lineas defectivas en TRXs f y m de Arabidopsis en condiciones

(o L= [T PRSPPI 204
D.1.- Respuesta y adaptacion al estrés por luz. ............cccoooeeeee 204
D.2.- Respuesta y adaptacion al estrés oxidativo.............ccccoeeeee. 205

E.- Respuesta a la salinidad de las TRXs f y m durante el estadio post-

germinativo de Arabidopsis Yy guisante. ..........ccooiiiiiiiie e 212

E.1.- Expresion génica de AtTRXs f y m en plantulas de Arabidopsis

soMetidas @ €StréS SAlINO. . ..o 212

E.2.- Expresiéon de los promotores de PSTRXf y PSTRXm1l en plantas
ElIOIAAAS. ..o 213



indice

E.3.- Busqueda de elementos reguladores relacionados con salinidad en

regiones promotoras de PSTRXfy PSTRXML. .......coociiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 215

E.4.- Andlisis de la expresidn de PsTRXsf y m en plantulas en fase post-

germinativa del desarrollo. ... 215

E.5.- Analisis de la expresion de PsTRXs f y m en 6rganos fotosintéticos y

heterotréficos de plantulas de guisante en respuesta a NaCl. .................. 217

E.6.- Crecimiento de cepas de levadura complementadas con PsTRXs en

MEdIOS NIPErSAlINOS. ......ccviiiiiei e e 221
Vs DISCUSION ... ettt 225

A.- Expresion y localizacion de las TRXs f y m en érganos fotosintéticos y no

(0] (0111 01 (= o101 FUUR TR TR 227

B.- Actividad y dianas de isoformas purificadas de las TRXs f y m de
AN =] o] o (0] o 1] - 7S PSSP 230

C.- Funciones fisiologicas especificas no redundantes de las distintas isoformas
AE TRXS F Y M. e e e e e e e e e e eennes 231

D.- Distribucion y rol de las TRXs f y m durante la germinacion de semillas y

estadios tempranos de desarrollo de la plantula. ..., 234
VI.- CONCLUSIONES - CONCLUSIONS ........coeiiiiieeeeiiiee e 243
VL= BIBLIOGRAFIA ...t 251
VL= APENDICES ..ottt 271

A.- Contenido suplementario.............ccooiiiieiiiiiiiiiiee e 273

B.- ADIreviaturas. ...........uuuiiiiiiiiiiiii 277

C.- INAICE A& fIGUIAS. ... 282

D.- INAICE A tADIAS. ..o 296


















l.-INTRODUCCION






Introduccién

A.- Tiorredoxinas.

A.l.- Caracteristicas generales.

El ambiente reductor del interior de la célula es el que provoca que, en, la
mayoria de los residuos de Cys (C) de las proteinas se mantengan en estado
reducido (Gilbert, 1993). Debido a ello las células necesitan unos sistemas de
control del estado de oxidacion reduccién de los enlaces disulfuro muy eficientes.
El control a través de las tiorredoxinas (TRXs), es junto con otros sistemas redox,

una de las principales vias de reduccion.

Las TRXs constituyen una familia de proteinas antioxidantes de entre 12-
14 kD, ubicuas, termoestables y presentes en todos los organismos. Fueron
descritas por primera en Escherichia coli como enzimas reductoras eficientes de
puentes disulfuro que transferian poder redox a la ribonucleétido reductasa (RNR),
una proteina necesaria para la sintesis de ADN, tras ser reducidas previamente
por una NADPH-tiorredoxin reductasa (NTR) (Laurent et al., 1964; Moore et al.,
1964).

Estudios posteriores hicieron evidente que las TRXs desempefian
adicionalmente otras funciones celulares. Asi se ha comprobado que pueden
actuar como reductasas en el control redox (Holmgren, 1985), evitar procesos de
agregacion e inactivacion oxidativa de proteinas (Holmgren, 1985, 1989, 1995;
Holmgren and Bjornstedt, 1995), intervienen en los procesos de defensa frente a
diferentes estreses ambientales tales como las especies reactivas del oxigeno
(Reactive Oxygen Species, ROS), peroxinitritos y arseniatos (Landino et al., 2004;
Messens and Silver, 2006); regulan la apoptosis a través de la desnitrosilacion
(Ravi et al., 2005; Benhar et al., 2008); actuan como factor de crecimiento (Powis
et al., 2000), modulan la respuesta inflamatoria (Nakamura et al., 2005);
promueven el plegamiento de proteinas (Kern et al., 2003); e intervienen en la

regulacion en los ciclos de vida de los virus y fagos (Holmgren, 1989).
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A nivel subcelular, las TRXs aparecen ubicadas en diversos
compartimentos a pesar de que su codificacion mayormente es nuclear. Algunas
TRXs de la familia son abundantes en el citosol (Arnér and Holmgren, 2000),
mientras que otras se translocan al nucleo (Hirota et al., 1997; Hirota et al., 1999)
0 a las mitocondrias y a los plastidios vegetales. También aparecen asociadas en
la membrana celular (Martin and Dean, 1991) o son secretadas al medio
extracelular (Arnér, 1999; Xu et al., 2008).

Todas las TRXs tienen un motivo catalitico altamente conservado
constituido por la secuencia de aminoacidos Trp-Cys-Gly/Pro-Pro-Cys
(WCG/PPC), la cual se localiza en una region muy conservada de la estructura de
la molécula. Los residuos de Cys del motivo son clave en la actividad catalitica
rompiendo los enlaces disulfuro en las proteinas sustrato oxidadas. Al término de
un ciclo catalitico, estos dos residuos de Cys se oxidan y forman un puente
disulfuro. Se convierten de nuevo al estado reducido por medio de distintos

sistemas tiorredoxina-reductasas, dependiendo de su localizacidon subcelular.

En su estado reducido, todas las TRXs son capaces de reducir a su vez los
puentes disulfuro de otras proteinas de manera que, aunque todas tienen una
masa molecular parecida y sus propiedades redox similares, son moléculas con
una alta especificidad funcional debido a una complementariedad estructural muy

particular y especifica entre cada TRX y sus dianas.

La primera descripcion estructural de una TRX fue realizada hace 40 afos
(Holmgren et al., 1975), y desde entonces no ha parado de aumentar el nimero

de estructuras resueltas para isoformas de distintas especies..

A.2.- Estructura.

Las TRXs presentan una estructura globular y compacta caracteristica,
constituida por una lamina 3 de 5 hojas, 3 paralelas y 2 antiparalelas, que es
hidrofébico rodeado de 4 hélices a (Eklund et al., 1984). La secuencia de la
estructura secundaria de todas las TRXs es la misma: 31, a1, B2, a2, B3, a3, 4,
B5y a4 (Figura 1).
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WCG/PPC
" I "
| |
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Figura 1.- Esquema del plegamiento tiorredoxina tipico. El sitio activo (WCG/PPC) se
localiza en el extremo N-terminal de la hélice a2. N: extremo amino-terminal; C: extremo
carboxi-terminal.

Esta secuencia puede dividirse en dos regiones: los motivos B1a1B32a233
constituyen la region amino-terminal mientras que 43504 son carboxi-terminales;
ambas subsecuencias estan conectadas por la hélice a3. Las hojas 3 de la region
amino-terminal tienen orientacion paralela, mientras que las hojas B del motivo

carboxi-terminal tienen orientacién anti-paralela.

Las hélices a2 y a4 se encuentran en un lado de la B-hoja central, mientras
que la hélice a3 se encuentra en el lado opuesto. La hélice a3 esta orientada
perpendicularmente a las hélices a2 y a4. El motivo catalitico WCG/PPC se
encuentra en la superficie de la proteina, en un segmento corto en el extremo

amino de la hélice a2.

Una version mas corta de esta estructura, carente de la hebra 31 y la hélice
a1, se conoce como “plegamiento TRX" (Martin, 1995). El plegamiento TRX
constituye la estructura completa de las glutarredoxinas (Xia et al., 2001); también
ha sido observado en las protein disulfuro isomerasas (PDI) (McCarthy et al.,
2000; Heras et al., 2004), en las disulfuro oxidasas (Seto et al., 1993), en los
transportadores de electrones de la membrana como DsbD (Katzen and
Beckwith, 2000; Haebel et al., 2002), en las glutation transferasas (Reinemer et
al., 1991), y glutation peroxidasas (Ren et al., 1997), en los canales de cloruro
intracelulares (Harrop et al., 2001) y en la proteina DsbG (Heras et al., 2004;
Depuydt et al., 2009).
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La naturaleza ha utilizado este tipo de plegamiento como una estructura
terciaria bien definida, estable y altamente conservada para tareas particulares a
lo largo de la evolucion de las proteinas (Eklund et al., 1991; Pan and Bardwell,
2006). La mayoria de las proteinas con un plegamiento TRX presentan un motivo

catalitico CXXC conservado.

Existen varios residuos conservados que desempefan importantes
funciones estructurales y cataliticas entre las TRXs (Figura 2). Entre ellos, estan
los residuos de Cys que, localizados en el sitio catalitico, resultan esenciales para
la actividad de TRX. Los otros residuos conservados si bien no son estrictamente
necesarios para la actividad enzimatica, dictan las propiedades termodinamicas y

redox de la proteina.

En primer lugar se destacan 3 Pro (P) conservadas. Una de ellas se
encuentra situada entre los residuos de Cys del motivo catalitico WCG/PPC y es
clave para determinar el poder reductor de la TRX; sustituyéndola por una Ser (S)
o una Thr (T) tiene un efecto notable sobre las propiedades redox y la estabilidad
de la proteina (Gleason et al., 1990; Krause et al., 1991; Chivers and Raines, 1997;
Mossner et al., 1998; Schultz et al., 1999; Roos et al., 2007; Lewin et al., 2008).
La segunda Pro se encuentra 5 residuos aguas arriba del motivo catalitico e
introduce un estrechamiento en la hélice a2 que separa el motivo WCG/PPC,
situado en el extremo amino, del resto de dicha hélice. La mutacién de este
residuo desestabiliza la estructura de la TRX, pero no tiene efecto sobre las
propiedades redox de la proteina (de Lamotte-Guéry et al., 1997; Chakrabarti et
al., 1999). La tercera Pro aparece en el lado opuesto del motivo de sitio activo y
se encuentra en conformacion cis (cis-Pro), siendo importante en el
mantenimiento de la conformacion del sitio activo y del potencial redox de la
proteina. Sustituyéndola por una alanina (Ala, A) provoca una disminucion sobre

la eficiencia de la catalisis (Gleason, 1992).

Junto a esta ultima cis-Pro se localiza una Thr conservada. Este residuo esta
involucrado en la estructuracion de la region opuesta al motivo del sitio activo. El
oxigeno de la cadena lateral (Oy1) de esta Thr establece interacciones con los

oxigenos de la cadena de la cis-Pro y del residuo anterior (Eklund et al., 1991).
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DF A WCGPC
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
B3 a3 B4 B5 ad
K D PT G G
58 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

Figura 2.- A) En la parte inferior de la estructura secundaria se muestran, en cédigo de
una letra, los residuos conservados de la estructura de la TRX hl de A. thaliana, cédigo
PDB n° 1XFL (Peterson et al., 2005). B) las regiones conservadas se encuentran en el
centro y alrededor del sitio activo de la TRX vistos desde dos posiciones diferentes
(anterior y posterior). Los restos conservadas en la estructura de la proteina se muestran
en la presentacion siguiendo un modelo tipo stick con diferentes colores: Trp (naranja),
residuos cargados (magenta), Cys (cian), Gly (amarillo), Phe (verde), la Thr (azul) y Pro
(rojo). La regién hidrofébica (verde), la regién cargada (magenta), el grupo estructural
expuesto (naranja) y el puente disulfuro (cian) se indican con una forma oval
semitransparente. El centro activo solo es accesible para las reacciones de catalisis
enzimatica desde un lado de la proteina, representado en la figura de la derecha.

Se encuentran igualmente conservados 3 residuos de Gly (G). El primero, se
encuentra en el propio motivo WCG/PPC dénde mantiene la conformacién del sitio
activo e influye en el potencial redox. Los otros dos aparecen en los flancos de la
hebra B5 y determinan su longitud, siendo estructuralmente importantes, porque
aparecen posiciones equivalentes para este tipo de giros en otras estructuras
(Kuntz, 1972; Rose, 1978).
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También son importantes algunos residuos aromaticos conservados como
es el caso de la Phe (F) situada al final de la hebra 2, la cual constituye una
region hidréfoba interna (forma oval verde en la Figura 2) junto con dos residuos
de lle (1) y Val (V) de la lamina B central (Eklund et al., 1991). Esta agrupacion es
estructuralmente importante ya que posiciona la hélice a1 correctamente.
También hay un Trp (W) conservado, que se encuentra inmediatamente antes de
la secuencia del motivo WCG/PPC. Este residuo es importante para la estabilidad
termodinamica de las TRXs (Garcia-Pino et al., 2009). La Ala conservada que se
situa en el giro anterior al Trp se encuentra unida mediante fuerzas de tipo Van
Der Waals con este residuo. Es importante la presencia de un residuo pequefio
como una Ala en esta posicion, ya que uno de mayor tamafo modificaria la
posicion de la cadena lateral indol. Tanto el Trp como la Ala forman un grupo
estructural en el que también hay un Asp (D) conservado situado en el giro entre

la hebra B3 y la hélice a3 (Figura 2, ovalo naranja).

Finalmente, las TRXs contienen otros dos residuos, un Asp con carga
negativa y una Lys (K) con carga positiva, situados ambos en las hebras 2 y 3
(Eklund et al., 1984) que forman parte de una region cargada entre la hebra By la
hélice a2 (Figura 2, ovalo purpura). Esta regidn esta protegida gracias al enlace
disulfuro que se forma durante el estado oxidado de la proteina. Este Asp
conservado, se considerdé durante mucho tiempo como el residuo clave de la
activacion de la Cys C-terminal del motivo WCG/PPC, donde actuaria como un
agente nucledfilo (Chivers and Raines, 1997; Menchise et al., 2001). Sin embargo,
otros resultados indican que el tiol C-terminal puede ser activado incluso en

ausencia de este Asp (Roos et al., 2009a).

A.3.- Funciones generales.

Los estudios realizados hasta la actualidad han permitido clasificar las

funciones de las TRXs en tres grupos:

e En primer lugar, las TRXs pueden actuar transfiriendo poder reductor en una
cascada secuencial oxidorreductora, donde los electrones cedidos pueden
participar por ejemplo en la reduccion de agentes oxidantes toxicos para la

célula.
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e También pueden actuar cediendo electrones que rompen puentes disulfuro
estructurales de muchas enzimas, generalmente, esta ruptura produce un
cambio conformacional en la proteina diana y consigue modular su actividad,
pasando de un estado inactivo al estado activo y viceversa. El cambio de estado
de tiol a disulfuro se ha establecido como un tipo de modificacidén
postraduccional que regula la actividad de numerosas proteinas cuyo espectro
de accion, va desde factores de transcripcion para la replicacion viral a las
enzimas metabdlicas y proteinas de almacenamiento.

e Por ultimo, las TRXs ejercen funciones independientes de su actividad
reductora, pudiendo realizar roles estrictamente estructurales, como la

actividad chaperona.

Las funciones englobadas en los dos primeros grupos descritos son
dependientes de la capacidad de las TRXs para ceder electrones mediante un

mecanismo catalitico de reaccion bien conocido.

A.4.- Mecanismo catalitico de reaccion.

La reaccion catalizada por TRXs es una reaccion de sustitucion nucledfila
bimolecular (Figura 3), que esencialmente funciona como una transferencia de
enlace disulfuro de la proteina diana a la TRX en un solo ciclo catalitico, a pesar
del ambiente reductor del compartimento en el que estan situados generalmente.
Una vez establecido, el enlace disulfuro en la proteina diana funciona como un

interruptor redox (Wouters et al., 2007).

Diversos factores afectan a la tasa de intercambio de tiol-disulfuro, entre ellos
el pKa de la Cys nucledfila (Shaked et al., 1980), el entorno electrostatico local de
los amino acidos cercanos (Bulaj et al., 1998; Hansen et al., 2005), la geometria
para formar un estado de transicién lineal (Fernandes and Ramos, 2004), la
isoforma molecular (Jstergaard et al., 2001) y la entropia (Bulaj and Goldenberg,
2001). Por otra parte, el pH del disolvente circundante (Setterdahl et al., 2003) y
los valores de pKa de los grupos tiol que salen del sustrato oxidado (Shaked et

al., 1980) también determinan la velocidad de la reaccién-tiol disulfuro.
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Figura 3.- Mecanismo de reduccion de proteinas diana mediado por TRXs. Una
representacion esquemaética paso por paso del mecanismo de reaccion se muestra en la
parte superior. A) La reaccion se inicia con un ataque nucleofilico sobre la Cys N-terminal
del motivo conservado WCGPC (1). El tiolato de la Cys nucleofilica se estabiliza por dos
enlaces de hidrégeno con el grupo NH de la Gly y el grupo SH de la Cys C-terminal (codigo
PDB: 1XFL). B) Como resultado, se forma un complejo de disulfuro mixto intermedio entre
la TRX y la proteina diana, que a su vez es reducido por un ataque nucleofilico de la Cys
C-terminal del motivo WCGPC (2). El tiolato en la Cys C-terminal se estabiliza con dos
enlaces de hidrégeno de amida de cadena principal, lo que disminuye su pKa de 7,4. Para
ser mas susceptible al ataque nucledfilo de la Cys C-terminal, la Cys N-terminal de la TRX
se encuentra estéricamente mas cerca de ésta. C) El ciclo de reduccion catalitica se
detiene con la liberacién de una proteina diana reducida y la TRX oxidada

La reaccion comienza con un ataque nucleofilico del grupo tiol N-terminal del
motivo CGPC sobre el puente disulfuro de la proteina diana, liberando un grupo
tiol y estableciendo un disulfuro mixto entre la TRX y la proteina diana (Figura 3).
Esta primera etapa del mecanismo depende del bajo valor de pKa (~ 7) de la Cys
N-terminal del motivo WCGPC (Dyson et al., 1991; Dillet et al., 1998), el cual es
significativamente menor que el pKa de los residuos de Cys libre en solucién (~
9). En condiciones fisiologicas, el S de la Cys N-terminal esta presente como un
tiolato, lo que permite a este residuo actuar como un nucledfilo, atacando al puente
disulfuro de las proteinas diana. Los bajos valores de pKa resultan de la
estabilizacién de la carga negativa del anion tiolato a través de la formacion de
enlaces de hidrégeno entre el S de la Cys y sus residuos vecinos (Figura 3A)
(Foloppe et al., 2001). En contraste, el S de la Cys C-terminal tiene un pKa alto (~
9) y esta presente como un tiol (Bulaj et al., 1998; Lutolf et al., 2001). Esto
contribuye a la estabilidad del tiolato N-terminal, y por lo tanto al aumento de la

velocidad de reaccion.
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Una vez que el puente disulfuro mixto ha sido formado entre la TRX y la
proteina diana, el grupo tiol C-terminal tiene que ser estabilizado como un tiolato
para permitir la disociacion del complejo disulfuro mixto-TRX (Figura 3B). Esta
estabilizaciéon se produce entre la Cys C-terminal y las amidas del esqueleto
carbonado del Trp del sitio activo y de la Cys N-terminal (Li et al., 2007; Roos et
al., 2009a). Como consecuencia, el pKa de la Cys C-terminal en el complejo de
disulfuro mixto desciende (Roos et al., 2009a) (Figura 3B), sélo teniendo que ser
baja durante una fraccion de segundo para que tenga lugar un ataque nucledfilo
(Roos et al., 2009a). Una estabilizacion transitoria del tiolato es suficiente para

permitir la disociacién del complejo mixto disulfuro.

El dltimo paso del ciclo catalitico (Figura 3C) consiste en la disociaciéon del
complejo. Para ello la Cys C-terminal de la TRX ataca el complejo disulfuro mixto
en la Cys N-terminal de la TRX liberando la proteina reducida y la TRX oxidada
(Roos et al., 2009a; Roos et al., 2009b).

Las TRXs, oxidadas durante este proceso, se vuelven a reducir entonces de
nuevo por distintas reductasas (dependiendo de la localizacion celular),

permitiendo a la proteina iniciar otro ciclo de reaccion.

B.- TRXs vegetales.

B.1.- Diversidad de TRXs en vegetales.

Las plantas son organismos fotosintéticos eucariotas y sésiles que han
colonizado multitud de entornos terrestres a pesar de que parametros tan
importantes como la luz, la temperatura o el agua sufren fluctuaciones
ambientales que continuamente desafian la vida de la planta. El éxito de esta
adaptacion se encuentra parcialmente en la sefalizacion redox versatil y
regulacion ejercida por las TRXs y otras familias de proteinas con actividad tiol
disulfuro reductasa (Konig et al., 2012). En los ultimos afios, el aislamiento y
analisis de los genomas completos (como es el caso de A. thaliana y Oryza sativa)
ha posibilitado la descripcion de las propiedades de esta familia de proteinas,

incluso en casos en los que aparecen débilmente expresadas.
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En comparacion con otros organismos que cuentan con un numero de entre
1 a 3 genes codificantes cumpliendo diversas funciones fisioldgicas, las plantas
terrestres se caracterizan por tener una notable diversidad de TRXs. Asi, hasta la
fecha se conocen alrededor de 50 genes (Meyer et al., 2008; Chibani et al., 2009;
Meyer et al., 2012) algunos de ellos sin ninguna funcion asignada. Esta diversidad
podria estar asociada bien con procesos de redundancia funcional o bien con

procesos de especializacion.

La redundancia funcional ha sido defendida basandose en la existencia de
miembros pertenecientes a grandes subgrupos plastidiales que comparten
secuencia y caracteristicas bioquimicas similares (Wang et al., 2013). No
obstante, en estos casos también podria ocurrir que distintos patrones de
expresion espacial y temporal resulten en funciones fisioldégicas Unicas. La
especializacion ha sido justificada en base a que varias TRXs de plantas se
expresan en tipos especificos de células o de tejidos, cumpliendo funciones unicas
y especializadas, tales como las relacionadas con las respuestas al estrés o el

desarrollo.

La multiplicidad de las distintas isoformas de TRXs que se encuentran en
A. thaliana, llevd a plantear la necesidad de establecer una clasificacion que
tuviera en cuenta la localizacion, la especificidad y la funcién para cada una de
ellas. Asi fueron inicialmente clasificadas en 15 subgrupos de acuerdo con su
ubicacion subcelular y similitud de secuencias (Meyer et al., 2012) presentes en
todos los genomas de plantas vasculares que se han secuenciado hasta el
momento, desde briofitas, pasando por licofitas y algas eucarioticas e incluso en
las cianobacterias (Chibani et al., 2009). En estas se incluyen las TRXs tipicas
(portadoras de un sitio activo conservado WCG/PPC) y las conocidas como TRXs-
like, proteinas con sitios activos atipicos, multiples dominios TRXs o con motivos
TRX asociados con otros dominios. Si bien algunas de estas ultimas proteinas no
han sido bien caracterizadas en términos de actividades bioquimicas y sistemas
de reduccién, la mayoria de TRXs y TRXs-like han sido expresadas en E. coli,

permitiendo el analisis de su mecanismo de reaccion.
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B.2.- TRXs plastidiales

Las TRXs my f fueron los primeros tipos de TRXs plastidiales descritas en
plantas (Jacquot et al., 1976; Kagawa and Hatch, 1977; Buchanan et al., 1978;
Jacquot et al., 1978; Wolosiuk et al., 1979). Desde entonces y gracias al analisis
de secuencias del genoma de plantas se descubrieron los tipos CDSP32 (Broin et
al., 2002), TRXx (Mestres-Ortega and Meyer, 1999; Collin et al., 2003), TRXy
(Lemaire et al., 2003; Collin et al., 2004), TRXz (Rivas et al., 2004; Pfalz et al.,
2006; Arsova et al., 2010), WCRKC (Cain et al., 2009) y Lilium (Meyer et al., 2008),
recientemente renombradas posteriormente como familia ACHT del inglés
Atypical Cys His-rich TRXs (Dangoor et al., 2009).

Los tipos f y m toman su denominacioén de las dianas moleculares con las
que fueron relacionadas inicialmente (Schurmann et al., 1976). Asi, la TRX f
proviene de la fructosa-1,6-bisfosfatasa cloroplastidica 1 (cFBP1) mientras la TRX
m deriva de la malato deshidrogenasa dependiente de NADP* (NADP*-MDH).

En el caso de las isoformas x e y, fueron descubiertas por homologia
estructural con las anteriores y englobadas dentro de la familia de las TRXs
plastidiales (Collin et al., 2003; Collin et al., 2004).

A pesar de ser inicialmente conocida como un ortdlogo en Solanum
lycopersicum (denominado CITRX) que interaccionaba con la proteina citosolica
Cf-9 (Rivas et al., 2004) y que se identificé como un componente de los plastidios
transcripcionalmente activos en mostaza (Sinapis alba) y A. thaliana (Pfalz et al.,
2006), no fue hasta 2010 cuando se incluyé a la TRX z como miembro del grupo
de las TRXs plastidiales (Arsova et al., 2010).

Los estudios filogenéticos y las comparaciones de secuencias entre TRXs
plastidiales han demostrado que, mientras las TRXs m, X, y, y z son de origen
procariota (Sahrawy et al., 1996; Arsova et al., 2010), las TRX f estan
estrechamente relacionadas con las TRXs eucariotas de tipo h (Sahrawy et al.,
1996; Issakidis-Bourguet et al., 2001).

La diversificacion de las TRXs refleja la complejidad de la red plastidial redox

y el alcance del papel desempefiado en la fisiologia de las plantas. En los ultimos
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anos, debido principalmente a la disponibilidad de colecciones de lineas mutantes,
muchos estudios sobre TRXs plastidales se han centrado en el modelo vegetal A.
thaliana. En este organismo se han descrito dos isoformas de TRX f, cuatro m,
dos y, una x y una z. En guisante existen tres tipos de TRXs plastidiales descritas,
un tipo TRX f (Lepiniec et al., 1992) y 2 dos TRXs tipo m: PSTRX m1 (Jaramillo et
al., 1994) y m2 (GenBank ID: AJ316577).

Los plastidios también contienen a otras proteinas TRXs-like de mayor
tamano y con dominios TRX asociados a otros dominios funcionales. Es el caso
de la APS reductasa (Setya et al., 1996; Martin et al., 2005) y la NTRC (Serrato et
al., 2004).

Si bien la mayoria de TRXs plastidiales se encuentran en el estroma
plastidial, por sus caracteristicas estructurales dentro de este grupo se incluye
también a la HCF164, la primera TRX-like identificada en plantas (Lennartz et al.,
2001). Se trata de una proteina transmembrana que conecta el lumen tilacoidal
con el estroma y que muestra actividad disulfuro reductasa, transmitiendo sefales
redox entre ambos compartimentos en un mecanismo en el que se encuentra
implicada la proteina CcdA (Cytochrome c-type biogenesis ccda-like chloroplastic
protein) (Page et al., 2004; Motohashi and Hisabori, 2006). La CcdA no tiene
propiamente un motivo TRX, pero es homdloga a las proteinas bacterianas que
ayudan a la formacion de disulfuro en las proteinas secretadas por la mediacion
del movimiento de los equivalentes redox entre el citoplasma bacteriano y el

periplasma.

En los ultimos afos se ha informado de una TRX-like de localizacién luminal
denominada LTO1 (Lumen thiol oxidoreductase 1). Esta proteina consta de dos
dominios, de los cuales el N-terminal es homdlogo a la vitamina K reductasa de
mamiferos (Karamoko et al., 2011), mientras que el segundo tiene una secuencia
TRX-like con homologia con la tiol oxidorreductasa bacteriana DsbA (Feng et al.,

2011), miembro del mismo sistema transportador procariota que la proteina CCDA

(Kadokura et al., 2003).

Hasta hace una década se pensaba que la localizacion en 6rganos y tejidos

de las TRXs plastidiales estaba restringida casi exclusivamente a tejidos verdes
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donde actuaban en roles relacionados con la fotosintesis y el metabolismo del

carbono (Wolosiuk and Buchanan, 1977; Schirmann et al., 1981).

Sin embargo, ensayos de inmunolocalizacioén, hibridacion in situ, PCR
cuantitativa y western-blotting disefiados para localizar la expresion de los genes
PSTRXf y PSTRXm1 revelaron distintos patrones de expresion en guisante, que
situaba estas TRXs, ademas de en tejidos vasculares de hojas y tallos, también
en tejidos heterotroficos, flores, raices, silicuas y semillas (Barajas-Lopez et al.,
2007; Traverso et al., 2008).

La expresion de la fusidn traduccional de los promotores de estos genes
con la secuencia codificante de genes reporteros como el de la B-glucuronidasa
(GUS) confirmaron su expresion génica en érganos y tejidos no fotosintéticos de

A. thaliana (Barajas-L6pez et al., 2007).

Posteriormente, otros genes codificantes de TRXs plastidiales de A.
thaliana fueron encontrados en estas localizaciones. Es el caso de AtTRXy1, que
se expresa preferentemente en laraizy en semilla (Collin etal., 2004) y AtACHT3,

descrito en polen (Becker et al., 2003; Lee and Lee, 2003).

B.3.- TRXs citosodlicas.

La mayoria de las TRXs no localizadas en plastidios se engloban dentro del
grupo de las TRXs tipo h, el mas numeroso de las TRXs citosélicas. Estas
proteinas se describieron en base al analisis de la estructura primaria de las
proteinas que lo componen, dividiéndose en tres diferentes subgrupos, llamados
[, 'y Il (Gelhaye et al., 2004b).

En el subgrupo | estan las isoformas citosélicas h1, h3, h4 y h5, las cuales
difieren en el tipo de células en la que se expresan y su especificidad (Reichheld
et al., 2002; Laloi et al., 2004). Asi, las TRXs h1 y h4 tienen una expresién que se
correlaciona con el ciclo celular, sugiriéndose para ellas un papel en el control
redox de la proliferacion celular (Menges et al., 2002). Sin embargo, la TRX h5
parece estar especificamente involucrada en respuesta a patégenos y a estrés
oxidativo (Laloi et al., 2004)
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El segundo subgrupo de TRXs h esta compuesto por aquellas que poseen
una extension N-terminal, como es el caso de las isoformas h2, h7 y h8. Mediante
inmunolocalizacién y marcado con GFP se ha observado que estas proteinas
tienen simultaneamente localizacion citosolica y mitocondrial (Gelhaye et al.,
2004a) por lo que esta extension podria ser un marcador de transporte entre
ambos compartimentos. Los integrantes de este subgrupo podrian desempenfar

funciones comunes en ambos organulos, como la detoxificacién de ROS.

En el tercer subgrupo de TRXs h se encuentran las TRXs h9 y h10 y dos
TRXs monocisteinicas denominadas CXXS1 y CXXS2. Estas dos ultimas
proteinas no son consideradas como verdaderas TRXs ya que no poseen el centro
activo tipico de éstas, estando mas relacionadas con la familia de las
glutarredoxinas (GRXs) monotidlicas (Rouhier et al., 2004), si bien se incluyen al
poseer sus intrones en la misma posicion que las otras TRXs h (Meyer et al.,
2002). La caracteristica principal de este tercer subgrupo de Trxs h es la posible
interaccion de estas proteinas con el sistema GRX/GSH no siendo reducidas por
el sistema reductor NTR (Juttner et al., 2000; Gelhaye et al., 2003).

Aparte de las TRXs h, se conocen por tener presencia en el citosol a la
tetratricorredoxina (TDX) una proteina con dos dominios asociados, uno TRX en
la regidn C-terminal y otro tipo chaperona (Hofeld et al., 1995); y la TRX-like
denominada Clot (Chibani et al., 2012), la cual presenta un sitio activo redox
atipico (WCDAS) y muestra homologia con proteinas quinasas animales con
dominio TRX (Witte et al., 2000).

A partir de los datos obtenidos por northern-blotting, RT-PCR semi-
cuantitativa, fusiones a promotor-GUS, analisis in silico y transcriptdmica de A.
thaliana, han sido descritos patrones de expresién muy distintos para los 9 TRX h
citosolicas (Reichheld et al., 2002; Belin et al., 2014)

Mientras que AtTRXh7se expresa especificamente en los tejidos
vasculares de la raiz, AtTRXh8 sdlo lo hace en los ovarios. Otras TRXs h muestran
una baja expresion en todos los tejidos de la planta, pero exhiben altas cantidades
de transcrito en la cilindro vascular central del tallo y el polen maduro (AtTRXh1)

o en el polen unicelular y semillas maduras (AtTRXh4).
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En otras especies de plantas, se ha llegado a conclusiones similares en
relacion al patron de expresion de genes de TRX. En guisante, se detectaron los
transcritos de PSTRXh1 en la mayoria de los 6rganos, con niveles mas altos en
hojas y flores; ademas usando el sistema reportero GUS se observé una

expresion alta del gen en granos de polen y en los estigmas (Traverso et al., 2007).

Muchos genes codificantes de TRXs h también se caracterizan por una
expresion especifica en las semillas, en particular durante la germinacién, como
es el caso en guisante (Montrichard et al., 2003), y Medicago truncatula (Renard
et al., 2011). Por otra parte, en trigo (Triticum aestivum), se observa la induccion
de la expresion de tres genes TaTRXh durante la fase de desecacion, mientras
que de estos sélo uno, TaTRXh1, se expresa después de la imbibicion (Cazalis et
al., 2006).

En legumbres, la formacion de nodulos en las raices requiere vias de
senalizacion especifica y coordinada de la expresion de genes entre los
organismos simbidticos. En soja, se ha visto que un gen TRX h se expresa en
células de la raiz especificamente durante el proceso de nodulacion y en las
células infectadas (Lee et al., 2005). Por lo que se ha propuesto que esta TRX
participa en la regulacion de la homeostasis redox para el desarrollo de los
nodulos. La asociacion de las TRXs con este proceso se extendid posteriormente
al aislar dos nuevas TRXs especificas en legumbres denominadas TRXs s

(Alkhalfioui et al., 2008), relacionandolas con la interaccion simbiotica.

B.4.- TRXs mitocondriales.

El numero y variedad de TRXs en las mitocondrias es mucho mas reducida
que en plastidios. Solo se conocen dos tipos (01 y 02) en A. thaliana. La TRX ol
posee un péptido senal en su extremo N-terminal relacionado con el transporte de
la proteina a la mitocondria, encontrandose de forma especifica en este
compartimento. Mientras que la TRX 02, su paralogo, se expresa a un nivel muy
bajo y su localizacién subcelular aun no se ha establecido claramente (Laloi et al.,
2001).
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La busqueda de dianas para TRX ol mediante cromatografia de afinidad
(Yoshida et al., 2013) revel6 su interaccion con al menos 101 proteinas
mitocondriales, las cuales poseian funciones relacionadas con la cadena
respiratoria, la fotorrespiracién, el metabolismo de aminoacidos, la biosintesis del
cluster Fe-S, el transporte de membrana y el sistema antioxidante. Ademas,
recientes estudios han confirmado que su posible rol como regulador central de

enzimas clave del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Daloso et al., 2015)

Excepcionalmente se ha comprobado que la PtTRX h2 de alamo, se
encuentra en mitocondria, a pesar de la ausencia de un péptido de transito
mitocondrial tipico (Gelhaye et al., 2004a). Sin embrago, su ortélogo en A.
thaliana, la AtTRX h2, se localiza tanto en el citosol como en la mitocondria (Meng
et al., 2010).

B.5.- Nucleorredoxinas.

Las nucleorredoxinas (NRXs) conocidas en vegetales estan compuestas
de dos o tres dominios TRX asociados a motivos putativos de localizacion nuclear
y que no muestran una homologia con las NRXs de mamiferos (Funato et al.,
20006). Se puede destacar que el ortdlogo de AtNRX1 en Zea mays tiene

una localizacion tanto citosélica como nuclear (Laughner et al., 1998).

C.- TRXs plastidiales.

C.1.- Sistemas de reduccion.

Las TRXs plastidiales son reducidas generalmente por la enzima ferredoxin
tiorredoxin reductasa (FTR) a través de un mecanismo dependiente de la luz
(Schirmann and Buchanan, 2008). La FTR es una enzima que solo ha sido
descrita en plastidios de plantas y cianobacterias, en el que desarrolla un papel
fisiologico muy importante al convertir la sefial de electrones procedentes del
Fotosistema | (PSI) y transmitida por la Ferredoxina (Fd) en una cascada tiol
reductora (Dai et al., 2000) (Figura 4).

18



Introduccién
2 Fd [Fe2+]X FTR-S: X XDlana -S2
2 Fd [Fe3+] FTR-(SH): TRX-S» Diana-(SH)2
NADPH X FADH: X (SH)2 X Diana-S:
NADP+ FAD+ Diana-(SH):

NTRC

Figura 4.- Representacion esquematica de los sistemas de reduccion de TRXs
plastidiales FTR (arriba) y NTRC (abajo).

En A. thaliana la FTR se encuentra compuesta de dos subunidades: un
péptido catalitico que contiene un cluster [4Fe-4S], codificado por un gen unico,
asociado con un péptido variable, este codificado por dos genes (Xu et al., 2009;
Chibani et al., 2010). Estos genes pueden expresarse en tejidos heterotréficos en
determinados procesos fisioldgicos, (Barajas-Lopez et al., 2007; Traverso et al.,
2008; Watkinson et al., 2008).

En A. thaliana, hay cuatro genes que codifican las Fds (Hanke et al., 2004),
de los cuales las isoformas AtFd1 y AtFd2 son las que se expresan de forma mas
abundante en hojas y son las responsables de la reduccion de la FTR y por tanto

de las TRXs en los cloroplastos.

Por otro lado la Fd también tiene la capacidad de reducir a la ferredoxin
NADP™ reductasa (FNR), enzima que cataliza la reduccion de NADP a NADPH
fuente de poder reductor de otras tiol reductasas, como es el caso de la NTRC.
Se ha comprobado que la inactivacion del gen AtFd2 afecta a la fotosintesis y el

crecimiento pero no es letal (Voss et al., 2008).

El mutante de A. thaliana defectivo en la subunidad variable DYL15 de la
FTR resultd ser significativamente mas sensible al estrés oxidativo (luz de alta
intensidad y paraquat) y presentaba poca disminucién de la actividad en NADP*-
MDH (Keryer et al., 2004), probablemente debido a la compensacién por el

segundo gen que codifica la subunidad variable de la FTR. Paralelamente, la
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inactivacion inducida por silenciamiento génico de la subunidad catalitica de FTR
en tomate, no afecta a la morfologia ni al tamafio de la planta, al menos en la
etapa temprana de desarrollo. Sin embargo, aparecen lesiones necroticas en las
hojas y se observa que varias proteinas de defensa estan sobreexpresadas, y que
hay una acumulacion de H202, un subproducto de la fotosintesis (Lim et al., 2010).
Esto sugiere que la actividad antioxidante de las TRXs plastidiales es
particularmente importante a pesar de la presencia de otros sistemas
antioxidantes FTR independientes, como la NTRC. La reduccion de la mayoria de
las TRXs plastidiales por el sistemas FTR ha sido bien documentada (Schirmann
and Buchanan, 2008; Bohrer et al., 2012).

Si bien el mecanismo descrito para la FTR es la via de reduccién de las

TRXs plastidiales mejor conocida, se han descrito otros modos alternativos:

e Varios tipos de TRXs plastidiales se puede también reducir in vitro por la
accion de la NTR. Esta proteina homodimérica y asociada a una flavina, se
encuentra implicada principalmente en la reduccion de TRXs citosodlicas
(Jacquot et al., 1994) y mitocondriales (Laloi et al., 2001). Ademas del
hipotético papel de la NTRC como activador redox alternativo en condiciones
de oscuridad y/o en érganos no fotosintéticos, es factible que las TRXs
plastidiales expresadas en érganos no fotosintéticos sean activadas por las
isoformas FNR (Hanke et al., 2004; Barajas-Lépez et al., 2007; Bohrer et al.,
2012). En A. thaliana, se conocen también que los genes NTRA y NTRB
codifican, segun el procesamiento post-transcripcional, para una enzima
citosdlica o una proteina mitocondrial respectivamente (Reichheld et al.,
2005).

e La NTRC es una enzima catalogada en apartados anteriores como TRX-like,
que posee actividad TRX reductasa dependiente de NADPH (Figura 4) y
descrita hasta el momento en plastidios de organismos fotosintéticos
oxigénicos. En un principio se pensd que era ineficiente en el proceso de
reduccion de TRXs libres en el cloroplasto (Pérez-Ruiz et al., 2006; Bohrer et
al., 2012), pero ensayos con lineas de A. thaliana expresoras de NTRC con el
dominio TRX inactivo han sugerido que su capacidad de donar electrones a
TRXs plastidiales era considerablemente efectiva (Toivola et al., 2013). La

NTRC ha demostrado ser un regulador redox fundamental en el cloroplasto y
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en los plastidios no fotosintéticos (Pérez-Ruiz et al., 2006; Lepisto et al., 2009;
Kirchsteiger et al., 2012). Lineas deficientes en la expresion de NTRC (ntrc)
con el fenotipo muy afectado, mostraron que su funciéon no es redundante
con lade la FTR (Pérez-Ruiz et al., 2006; Lepisto et al., 2009). La isoforma de
A. thaliana debido a su estructura de superficie no es reducible por FTR pero
si por DTT y por otras TRXs plastidiales (Bohrer et al., 2012; Toivola et al.,
2013) (Figura 5), al igual que se ha descrito para la reduccion de la CcdA
(Motohashi and Hisabori, 2010). No obstante, ensayos bioquimicos con TRX
z de alamo han demostrado que esta proteina también puede ser reducida por
la NTRB (Chibani et al., 2010), dato que se suma al hecho fisiolégicamente
importante de que esta proteina se expresa tanto en plastidios como en el
citosol (Rivas et al., 2004).

Ciertas TRXs-like pertenecientes a la familia ACTH pueden ser reducidas por
GSH de una manera analoga a las GRXs (Chibani et al., 2012).

Como se ha descrito en apartados anteriores, el descubrimiento de las TRXs
plastidiales en tejidos heterotroficos (Barajas-Lépez et al., 2007; Traverso et
al., 2008) indico la posibilidad de que éstas puedan ser reducidas mediante
un mecanismo no dependiente de los electrones derivados de los
fotosistemas. En plastidios no fotosintéticos que contienen el sistema Fd/FTR
(Balmer et al.,, 2006a), los azucares generados en los cloroplastos vy
transportados a través del floema (Figura 5), al ser degradados por la via
oxidativa de las pentosas fosfato (OPP), generan poder reductor en forma de
NADPH que son utilizados en reduccién de FNR (Geigenberger et al., 2005;
Michalska et al., 2009). De tal forma que, a través del sistema Fd/FTR, la FNR
es capaz de reducir las TRXs. De esta forma las plantas pueden ajustar los
procesos heterotroficos en los tejidos sumidero con el poder reductor
procedente de la fotosintesis en tejidos verdes.

Aunque el metabolismo del cloroplasto es altamente dependiente de la luz, el
mecanismo reductor mencionado en el anterior punto puede ocurrir en
cloroplastos fotosintéticos bajo condiciones de oscuridad (Figura 5) usando
como fuente de poder reductor el NADPH estromatico derivado de

degradacion de los hidratos de carbono por la via OPP.
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Plastidios

Cloroplastos no fotosintéticos
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Figura 5.- Representacion esquematica de los sistemas de reduccién de TRXs en
cloroplastos (izquierda) y plastidios no fotosintéticos (derecha). En el cloroplasto, la FTR
reduce por un lado a las TRXs plastidiales con el poder reductor proporcionado por la
Cadena de Transporte Electrénico (CTE) a través de la ferredoxina (Fd) y por otro a la
NTRC que a su vez puede reducir alternativamente a las propias TRXs. Las TRXs
situadas en plastidios no fotosintéticos son reducidas por el sistema FNR/Fd/FTR usando
el poder reductor (NADPH) generado por la via oxidativa de las pentosas fosfato en el
citosol, el cual tiene como precursores metabdlicos a los azucares solubles sintetizados
en cloroplastos.

FICV

C.2.- Dianas moleculares.

C.2.1.- Dianas clasicas.

En cloroplastos, la reduccion catalizada por las TRXs induce un cambio
conformacional que puede activar o inhibir las actividades enzimaticas de las

proteinas diana (Buchanan et al., 2005; Scharmann and Buchanan, 2008).

Muchas de las enzimas que pertenecen a las rutas biosintéticas plastidiales
son activadas por mecanismos de reduccion catalizados por TRXs en presencia
de luz. En este grupo se encuentran varias enzimas del ciclo de Calvin como la
cFBP1, la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBPasa), la fosforribuloquinasa (PRK)
y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Schirmann et al., 1976;
Wolosiuk and Buchanan, 1977, 1978; Buchanan, 1980; Schirmann and
Buchanan, 2008); ademas de enzimas pertenecientes a otras importantes vias
metabodlicas como la NADP*-MDH (Jacquot et al., 1976; Wolosiuk et al., 1977;
Vidal et al., 1978; Scheibe and Anderson, 1981), la subunidad c de la ATP sintasa
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(McKinney et al., 1978; Mills and Mitchell, 1982), la acetil-CoA carboxilasa
(ACCasa) (Sasaki et al., 1997), la RUBISCO activasa (Zhang and Portis, 1999) y
la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) (Ballicora et al., 2000).

Por el contrario, otras proteinas son desactivadas por las TRXs en
condiciones luminosas, Yy activadas en oscuridad, siendo un ejemplo bien
conocido la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) enzima que juega un
papel clave en la via OPP, proceso metabdlico que se inhibe durante el dia
(Schurmann and Buchanan, 2008; Née et al., 2009).

La explicacion a este comportamiento dual de activacion/desactivacion
viene explicado por el hecho de que, en condiciones de oscuridad, al no existir
radiacion luminosa se interrumpe el transporte de electrones desde los
fotosistemas hacia las TRXs del cloroplasto, y se oxidan. Bajo estas condiciones,
las TRXs por un lado dejan de ser activas con respecto a sus funciones
biosintéticas, y por otro cesan de inhibir a enzimas que actuan en la fase nocturna,
como es el caso de la G6PDH. La reaccion catalizada por esta enzima genera
NADPH, implicada entre otros ejemplos en el proceso de reduccién de la FNR
como se detallo en el apartado anterior. De esta forma las TRXs aseguran su

funcién de acuerdo con las necesidades del cloroplasto a lo largo del fotoperiodo.

C.2.2.- Dianas encontradas mediante técnicas de protedmica.

Para avanzar en el entendimiento de los roles bioquimicos y fisiolégicos de
las TRXs vegetales, desde hace varias décadas se comenzaron a emplear en la
busqueda de dianas moleculares técnicas de protedmica, basadas principalmente
en la captura por afinidad utilizando formas mutantes de las TRX, el marcado de
grupos tiol utilizando sondas fluorescentes o radiactivas, y la co-
inmunoprecipitacion (Montrichard et al., 2009).

Estos estudios han conseguido que hasta la fecha se haya alcanzado
identificar un numero aproximado de 400 proteinas dianas potenciales para las
TRXs en células vegetales (Lemaire et al., 2007; Schirmann and Buchanan, 2008;
Montrichard et al., 2009; Lindahl et al., 2011), si bien la posible regulacién redox

de la mayoria de ellas aun necesita verificacion experimental.

23



Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

Mediante el empleo de la técnica de marcado fluorescente con
monobromobimano (mBBr) combinada con electroforesis bidimensional, 49
proteinas disulfuro fueron identificadas en distintas fracciones cloroplastidicas de
A. thaliana (Stréher and Dietz, 2008). Sin embargo ha sido la cromatografia de
afinidad utilizando TRXs monocisteinicas como ligandos, la que ha jugado un
papel clave en el descubrimiento de nuevas dianas, elevando el numero de éstas
a aproximadamente 100 (Motohashi et al., 2001; Balmer et al., 2003; Balmer et
al., 2004; Motohashi and Hisabori, 2006; Bartsch et al., 2008; Hall et al., 2010).

Si bien el hecho de que gran parte de las TRXs plastidiales conocidas
hayan sido descritas en el estroma (Cain et al., 2009) indica que el numero de
proteinas diana en esta localizacion debe ser considerablemente grande,
diferentes lineas de investigacion han sugerido igualmente la presencia de estas
en la membrana cloroplastidica, el lumen y en la membrana tilacoidal (Marchand
et al., 2004; Balmer et al., 2006b; Marchand et al., 2006; Motohashi and Hisabori,
2006; Bartsch et al., 2008).

e Estroma.

Diversos estudios de cromatografia de afinidad que usaron TRXs f y m
(tanto en sus estados nativos como en formas mutadas) como cebos en la
busqueda de nuevas dianas presentes en el estroma, revelaron que el control
mediado por las TRXs es una caracteristica de muchas vias metabdlicas y

procesos celulares acontecidos en los cloroplastos.

Asi, el control redox tiol/disulfuro parece regular a otros componentes, del
ciclo de Calvin ademas de las dianas clasicas (como la fosfogliceroquinasa, la
fosfato triosa isomerasa y la trancetolasa), de la biosintesis de tetrapirroles,
vitaminas y de Cys, y de las vias de asimilacién de azufre y nitrégeno (Motohashi
et al., 2001; Balmer et al., 2003; Dominguez-Solis et al., 2008).

A nivel celular, las TRXs plastidiales estan implicadas en la modulacion de
la transcripcion, la traduccion, el plegamiento de proteinas y la respuesta al estrés
oxidativo (Motohashi et al., 2001; Balmer et al., 2004; Marchand et al., 2004; Rey
et al., 2005; Marchand et al., 2006). Dentro de esta ultima funcién es preciso

destacar el rol como dianas de las TRXs de ciertas reductasas con funcion
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antioxidante y detoxificante, tales como la glutation peroxidasa (GPX), las
metionina sulfoxido reductasas A y B (MSRA/MSRB) y las peroxirredoxinas
(PRXs) de tipo 2-cys, PRX Q y PRX Il (Baier and Dietz, 1997; Lemaire et al., 2004;
Marchand et al., 2004; Rey et al., 2005; Lamkemeyer et al., 2006; Vieira et al.,
2007; Gama et al., 2008). Mediante ensayos de doble hibrido en levadura (Y2H),
se comprobd que la NTRC también es capaz de reducir a la 2-cys PRXs en
cloroplastos, proporcionando de esta manera una respuesta de defensa
antioxidante tanto bajo condiciones de luz como de oscuridad (Moon et al., 2006;
Pérez-Ruiz et al., 2006).

¢ Membrana cloroplastidica.

La subunidad Tic55, perteneciente al sistema de transporte de la
membrana interna cloroplastica (Tic) e implicada en el transporte de proteinas
desde el citosol al estroma del cloroplasto, fue de las primeras proteinas presentes
en membrana cloroplastidica identificadas como un objetivo potencial de las TRXs
plastidiales (Bartsch et al., 2008). Posteriormente se determiné que Tic110, una
proteina transmembrana componente de este mismo sistema, presentaba un
puente de disulfuro en su cara estromatica capaz de ser reducido in vitro (Balsera
et al., 2009). Igualmente, se ha comprobado que son susceptibles de reduccion
por TRXs la proteina del translocon pPORA, denominada PTC52, y la feoférbido
A oxigenasa (Bartsch et al., 2008).

Estas 4 dianas sugieren que el proceso de importacion de proteinas desde
el citosol al estroma es dependiente del control redox ejercido por TRXs. No
obstante, este numero es bajo si consideramos que alrededor de 700 proteinas
se han identificado en la membrana de los cloroplastos de A. thaliana (Ferro et al.,
2010), por lo que es probable que sean muchas mas las dianas presentes en la

membrana del cloroplasto que aun no se han identificado.
e Membrana tilacoidal.

La identificacion de dianas presentes en la membrana tilacoidal utilizando
la técnica de marcado con mBBr combinada con electroforesis bidimensional
(Balmer et al., 2006b) ha sido utilizando a pesar de que la hidrofobicidad de las

proteinas de la membrana limita este enfoque en su mayor parte a la deteccion
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de proteinas solubles periféricas de membrana. A pesar de ello, entre las dianas
de TRXs descritas en esta region también se incluyen las proteinas intrinsecas de
membrana tales como la LHCIIb y la subunidad PsaK del PSI (Balmer et al.,
2006b). Otras dianas implicadas en procesos relacionados con la membrana
tilacoidal son los complejos de recoleccion de luz (LHC, light-harvesting complex,
LHC) (Rintamaki et al., 2000), la quelatasa de Mg que cataliza un paso temprano
en la biosintesis de la clorofila (lkegami et al., 2007; Kobayashi et al., 2008) y el

complejo citocromo bsf (Lennartz et al., 2001).
e Lumen tilacoidal.

La presencia de dianas de las TRXs en el lumen tilacoidal en principio no
parecia posible, ya que las condiciones de pH y el ambiente oxidante que generan
el transporte fotosintético de electrones, no favorecen la transmisién de sefales
redox dependientes de la formaciéon de un anion tiolato en el sitio activo. No
obstante, poco después de iniciarse su descripcion en el estroma se identificaron
mediante cromatografia de afinidad varias dianas de las TRXs plastidiales
presentes en el lumen. Es el caso de la anteriormente mencionada PRXQ de A.
thaliana (Kieselbach and Schroder, 2003; Petersson et al.,, 2006) y las
subunidades lumenales 02, P1 y Q del complejo de fotolisis del agua PsbO
(Marchand et al., 2006; Stroher and Dietz, 2008; Lindahl and Kieselbach, 2009).

Asi mismo, se ha comprobado que otras 19 proteinas del lumen de A.
thaliana, y que representan mas del 40% del proteoma asociado a este
compartimento, pueden ser reducidas por TRXs in vitro (Hall et al., 2010). Esto
hace del lumen el compartimento del cloroplasto con el mayor numero de dianas

potenciales de las TRXs conocido hasta ahora.

Mientras que las funciones de la mayoria de las dianas aun no han sido
descritas, algunas de las interacciones entre TRXs y las proteinas del lumen
indican que tienen un papel en la regulacién del ciclo redox xantofila, y un papel
decisivo en la degradacion del PS 1l (Hall et al., 2010). Asi mismo , un homélogo
de la DsbA/B-oxidorreductasa como el encontrado en las cianobacterias (Singh et
al., 2008) podria estar involucrado en el plegamiento oxidativo de proteinas

presentes en el lumen.
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Se desconocen de forma detallada las vias que conducen a la reduccion
de las dianas del lumen, si bien se ha sugerido que la TRXs-like Hcf164 en
asociacion con CcdA, podrian intervenir en el proceso (Page et al., 2004;
Motohashi and Hisabori, 2006). Ambas proteinas, presentes en la membrana
tilacoidal, podrian intervenir en una cascada de transporte redox de equivalentes
reductores a través del intercambio de disulfuro/ditiol desde el estroma del
cloroplasto al lumen de los tilacoides, ya que se sabe que CcdA es diana de las
TRXs de tipo m (Motohashi and Hisabori, 2010).

e Plastidios no fotosintéticos.

La regulacion de enzimas por TRXs en plastidios de tejidos no verdes
(heterotrofos) es un mecanismo de descubrimiento relativamente recientemente y
no ha sido analizado en detalle, por lo que su estudio se ha restringido hasta el
momento a los amiloplastos, organulos especializados en la produccién de
almidén. Asi, combinando las técnicas de marcado fluorescente con mBBr y de
cromatografia de afinidad se han detectado en estos plastidios 42 potenciales
dianas de TRXs, entre cuyas funciones se incluyen la sintesis y degradacion de
azucares y almidon, el metabolismo de aminoacidos, la biosintesis de lipidos y el

plegamiento de proteinas.

Estos hallazgos sugieren que las TRXs podrian controlar las principales
vias metabdlicas de los amiloplastos (Balmer et al., 2006a) destacandose la
AGPasa, enzima clave en la sintesis de almiddn, cuya regulacion redox a través
de la NTRC se ha demostrado in vivo, tanto en amiloplastos como en cloroplastos
(Michalska et al., 2009). Asi mismo, también se sabe que la degradacion del
almidén que tiene lugar durante la germinacién de las semillas también esta
regulada por TRX en plastidios mediante el control de la B amilasa 1, BAM1
(Sparla et al., 2006).

Por ultimo, la raiz es uno de los 6rganos no fotosintético donde ha sido
encontrada la presencia de dianas de las TRXs plastidiales. Mediante
cromatografia de afinidad, y usando como cebo una forma mutante de TRX y2
incapaz de constituir puentes disulfuro, se detectaron hasta 72 dianas potenciales

(Marchand et al., 2010) relacionadas con diferentes procesos celulares como la
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biosintesis de aminoacidos y acidos grasos, la formacion de la pared celular, la
biosintesis de isoprenoides y fenilpropanoides, la transduccion de senales, la

desintoxicacion y la defensa.

C.3.- Mecanismos de regulacion redox de las dianas.

La regulacion redox ejercida por las TRXs, mediante intercambio de los
estados tiol/disulfuro de las Cys presentes en el sitio activo de las proteinas diana,
puede implicar bien un sistema binario de activacién/desactivacién o bien una
modulacion gradual de la actividad. Estos mecanismos han sido estudiados
mediante ensayos funcionales in vitro e in vivo, y métodos que usan la técnica de
transferencia de energia de fluorescencia (FRET) para obtener imagenes de la
interaccién entre proteinas (Seidel et al., 2010) y se pueden clasificar en cuatro

tipos (Figura 6).
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Figura 6.- Mecanismos de regulacion redox tiol/disulfuro en plastidios. Los esquemas
presentan cuatro mecanismos de regulacion tiol/disulfuro como se explica en el texto: A)
interacciones redox transitorias de corta duracion, B) formacién transitoria de complejos
entre elementos de red, C) competicion entre multiples dianas y D) formacion constitutiva
de complejos.
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C.3.1.- Interacciones redox de corta duracion y modulaciéon dependiente de

cofactores.

La conversion desde la forma reducida a la oxidada, a través de la accion
de las TRXs, altera la conformacion y la actividad de las proteinas diana. Este
mecanismo se basa a menudo no solo en el cambio redox sino que ademas
implica cofactores, tales como metabolitos, para permitir el intercambio redox o
para traducir el cambio redox en las respuestas metabdlicas apropiadas (Figura
6A). Ejemplos bien conocidos son dependientes de NADP*-MDH y la cFBP1. Asi,
la activacién mediante reduccion de estas enzimas solo se produce cuando
existen altos cocientes de NADPH/NADP y Ca?*/FBP (fructosa-1,6-bisfosfato)
respectivamente (Scheibe and Jacquot, 1983; Faske et al., 1995). A través de este
mecanismo de interaccion de corta duracion las TRXs no solo regulan el

metabolismo, sino también la transcripcion y la traduccion.

C.3.2.- Formacioén transitoria de complejos redox.

Los estudios de cromatografia de afinidad que usaron como cebo a TRXs
en su estado nativo encontraron posibles dianas, con las que podria unir a través
de una interaccion no redox (Balmer et al., 2004). Se sugiere que las interacciones
no idnicas facilitan la transferencia de electrones desde el PS | a las proteinas
diana. Paralelamente, la activacion redox tiol/disulfuro entre factores de
ensamblado de proteinas estructurales pueden generar la conformacion

adecuada que facilita la formacién de complejos (Figura 6B).

Un ejemplo interesante es la regulacion redox por las TRXs plastidiales del
factor de elongacion Tu que cataliza el transporte de ARNt en el proceso de
traduccion. Transitoriamente este factor se asocia con ribosomas activos, y en
varias ocasiones ha sido identificada su interaccion con TRXs, al igual que los

factores de alargamiento EF-1, EF-1b, y EF-2 (Buchanan and Balmer, 2005).

C.3.3.- Competicidén por cantidades limitadas y no estequiométricas de proteinas

diana.

El funcionamiento del sistema redox tiol/disulfuro también depende de la
relacion existente entre la concentracion de dianas oxidadas y la de TRXs
reducidas disponibles, de manera que desequilibrios estequiométricos alteran el

flujo de electrones y la cinética de activacion en la red redox (Figura 6C). Un
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ejemplo de este tipo de regulacién es de las proteinas dianas 2-Cys PRX Ay B
las cuales estan en una concentracion aproximada de 60-80 pymol/L en el estroma
(Konig et al., 2002; Peltier et al., 2006) mientras que las concentraciones de la
SBPasa y NADP*-MDH son 14 ymol/l y 3 ymol/l respectivamente; la TRX f1, TRX
ml y la TRX x tienen una concentracion estimada de entre 0,01 a 0,1 ymol/l
(Peltier et al., 2006). Por otra parte se puede anadir otro nivel de complejidad en
este mecanismo, aportado por la localizacién multiple de las proteinas dianas en
distintos 6rganos y tejidos, que evidencia funciones de las TRXs extraplastidiales.
Es por ejemplo el caso de la TRX m3, la cual fue localizada tanto en plastidios de
tejidos no verdes, como en los meristemos y tejidos sumidero en desarrollo
(Benitez-Alfonso et al., 2009).

C.3.4.- Unidn permanente en complejos multiproteicos.

Las proteinas diana de las TRXs pueden ser componentes permanentes
de complejos y estructuras funcionales, como es el caso de las proteinas
ribosomales (Figura 6D). Los polipéptidos diana son capaces de cambiar o
modular la actividad del complejo cuando interaccionan con las TRXs y se
produce el intercambio redox tiol/disulfuro (Buchanan and Balmer, 2005). Asi
ocurre durante la activacion de la ATP sintasa cloroplastidica a través de la
reduccion de un puente disulfuro en la subunidad y (Schwarz et al., 1997); o el
proceso del sistema plastidial de importacion de precursores peptidicos que
contiene a la TIC110, proteina modulada via redox posiblemente por TRXs

localizadas en el estroma (Balsera et al., 2009).
C.4.- Funciones bioquimicas y fisiolégicas.

C.4.1.- Requlaciéon redox de la fotosintesis.

Las TRXs plastidiales tipo f y m fueron las primeras TRXs de plantas en ser
caracterizadas cuando las investigaciones bioquimicas in vitro revelaron que
regulan, en una manera dependiente de la luz, la actividad de enzimas que
participan en la fotosintesis (Jacquot et al., 1978) y del carbono (Collin et al.,
2003). Una excepcién notable es la TRX m3 que muestra soélo propiedades de

activacion pobres hacia estas enzimas.

30



Introduccién

Para poder determinar in vivo, si existe diferencias de especificidad
funcional y/o redundancia entre las distintas isoformas de las TRXs f y m se han
utilizado mutantes de A. thaliana con pérdida de funcion (simples, dobles o incluso
triples) por silenciamiento causado mediante induccién viral (VIGS) o por insercién
de ADN transferente (ADNt). No obstante, esta estrategia no siempre conduce a
los resultados esperados, debido a las funciones cruzadas con la familia GRX
qgue algunos autores han evidenciado mediante la inhibiciéon de la sintesis de GSH
(Reichheld et al., 2007).

En plantas de guisante, el silenciamiento de PSTRXf no da lugar a un
cambio notable en el crecimiento y el desarrollo de la planta, pero el silenciamiento
simultaneo de los genes PsTRXs f y m resulta en un fenotipo con hojas de color
verde palido, alteraciones en la homeostasis redox y una fotosintesis deficiente
(Luo et al., 2012). Este fenotipo se ha atribuido, al menos en parte, a defectos en
la ruta de biosintesis de la clorofila debido a una alteracion en la regulacién redox
de la subunidad quelatasa magnesio CHLI. Curiosamente, las plantas de
Nicotiana tabacum sobreexpresoras de de NtTRXm, a diferencia de plantas
sobreexpresoras de NtTRXf, exhiben un crecimiento reducido, un menor
contenido de clorofila y alteraciones en el contenido de glutation y ascorbato (Rey
et al., 2013).

El silenciamiento simultaneo de los genes AtTRX ml, m2 y m4 en A.
thaliana también causé una reduccion del crecimiento vegetal, un color verde
palido en las hojas y niveles elevados de ROS (Wang et al., 2013). Ademas se
determind que el nucleo estructural del PSIl en estas plantas mutantes presentaba

un estado redox alterado.

Este dato concuerda con el hecho de que han sido identificados como
dianas de las TRXs f y m un gran niumero de proteinas implicadas en la formacion
de los complejos recolectores de luz, en ciertos casos con una regulacion
circadiana (Harmer et al., 2000). Destacan entre ellas los complejos recolectores
de luz LHCA y LHCB vy varias proteinas de los centros de reaccion del PSly PSII
(Montrichard et al., 2009). Basandose en estos datos, se ha propuesto que estas
tres AtTRXs m participan en la biogénesis del PSII, controlando la formacion de

complejos fotosintéticos (Figura 7).
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La NTRC también ha sido implicada en la reduccion de dianas relacionadas
con procesos de biogénesis de los cloroplastos, la biosintesis de clorofilas,
antocianinas y aminoacidos aromaticos (Lepisto et al., 2009; Lepisto et al., 2012;
Richter et al., 2013). Ademas, recientemente se ha descrito la existencia de una
redundancia funcional entre entre esta proteina y la TRX f1 en la regulacién del
metabolismo fotosintético y del crecimiento de las plantas en respuesta en

diferentes condiciones de luz (Geigenberger et al., 2005).

El analisis de los parametros fotosintéticos de un mutante de pérdida de
funcién de A. thaliana ha permitido descubrir una forma de control directa de la
fotosintesis, llevada a cabo por la TRX m4 (Courteille et al., 2013). Esta isoforma
podria desempefiar un papel importante en cloroplastos regulando las vias
alternativas de transmisién de electrones fotosintéticos en A. thaliana y de N.
tabacum, reprimiendo el flujo ciclico de electrones (CEF) que participa en el
mantenimiento de un equilibrio adecuado ATP/NADPH (Figura 7). Aunque esta
fue la primera funcién especifica asignada a TRX m4, la importancia fisiolégica de
este tipo de regulacion aun queda por aclarar. El papel de las TRXs m en la
regulacion de la fotosintesis también se ha podido comprobar mediante la
represion de los niveles de OsTRX m en arroz. En estos mutantes se producia
una disminucién de la eficiencia fotosintética bajo tratamientos de alta irradiacién,
junto con cambios ultraestructurales en tilacoidales y un contenido reducido en
clorofila y otros pigmentos que causan el color verde palido en hojas (Chi et al.,
2008).

Dada la estrecha relacidon bioquimica entre la fotosintesis y la fijacion de
carbono y el hecho bien conocido de que el metabolismo del carbono esta bajo el
control del circadiano parece razonable sugerir que los genes codificantes de las
TRXs plastidiales deban tener una regulacion transcripcional similar con el fin de
optimizar estos procesos fisioldgicos. Sin embargo, en el caso de A. thaliana solo
dos de las seis isoformas f y m existentes (TRX f2 y TRX m2) siguen un ritmo
circadiano, mientras que en el del guisante se ha observado esta regulacion en
las TRXs de fy m1 (Barajas-Lopez et al., 2011). las demas isoformas de las TRXs

son inducidas directamente por la luz, a excepcion de la TRX m3, isoforma que
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podria estar bajo una regulacion mas compleja debido a su distinta especifidad

funcional (Benitez-Alfonso et al., 2009).

En cuanto a la regulacion de la fotosintesis, se ha visto que bajo altas
intensidades de luz tanto las TRXs f como las m son capaces de inactivar in vivo
a la Ser-Thr quinasa STN7 (Figura 7), enzima asociada al citocromo bef e
implicada en el proceso de distribucion de los LHC en la membrana tilacoidal,
controlando asi la asociacion de estos con los fotosistemas PSI y PSII (Rintamaki
et al., 2000).

Recientemente, se determindé que las TRXs m y f son capaces de transferir
equivalentes de reduccién a la HCF164, si bien las isoformas de tipo m lo hacen
de manera mas eficiente (Figura 7). Esta enzima participa en la biogénesis del
citocromo bsf (Lennartz et al., 2001), en el transporte de electrones entre PSI y
PSIl y en la reduccién de la subunidad N del PSI (PSAN), tanto in vitro como en
tilacoides aislados (Motohashi and Hisabori, 2006). Como se comenté en
apartados anteriores la reduccion de la HCF164 podria implicar a la CcdA
(Motohashi and Hisabori, 2010) en base a los resultados indirectos obtenidos de
experimentos subcelulares in vitro y similitudes fenotipicas entre los mutantes
defectivos de A. thaliana denominados ccda y hcfl64 (Page et al., 2004). Estos
fenotipos se originan a partir de la interrupcion de la fotosintesis y por problemas
en la maduracion del citocromo bsf como indican los altos niveles de fluorescencia
determinados. Se ha propuesto que AtHCF164 y AtCCDA participan en la entrega
de poder reductor para mantener a las Cys del apocitocromo (precursor del
citocromo) en un estado reducido antes de la union de grupos hemo (Page et al.,
2004). Otra TRX-like de membrana, la LTO1 ha sido implicada en la reduccién de
la subunidad presente en el lumen denominada PsbO, siendo requerida para el
ensamblado del PSIlI (Karamoko et al., 2011). Su ausencia induce un fenotipo

atrofiado indicando una funcién importante en cloroplasto.

C.4.2.- Control del metabolismo de carbohidratos en los plastidios.

Los azucares son moléculas producidas como resultado del proceso
fotosintético. Junto con el contenido de grupos tiol en hojas, son uno de los
factores que regulan la expresion de genes y proteinas de PsTRXfy ml en plantas

de guisante (Barajas-Lopez et al., 2012). Esta regulacion se ejerce principalmente
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por glucosa y sacarosa probablemente a través del factor de transcripcion
PsDOF7, capaz de unirse a un motivo DOF de guisante presente en los

promotores de PSTRX f y m1 (Barajas-Lopez et al., 2012).

La regulacion redox ejercida por las TRXs f y m sobre enzimas del ciclo de
Calvin es de las mejores caracterizadas in vitro (Lindahl and Kieselbach, 2009;
Meyer et al., 2012) especialmente la activacién de la cFBP1 por TRX f (Jacquot et
al., 1995; Jaramillo et al., 1997; Cazalis et al., 2004). Recientemente este rol ha
sido ampliado in vitro mediante ensayos con las formas recombinantes purificadas
delas TRXsf, m, x ey de A. thaliana (Yoshida et al., 2015) . De todas las isoformas
estudiadas, solo las TRXs f1 y TRX f2 mostraron que podian inducir la conversion
de la cFBP1 y la SBPasa desde un estado oxidado a su forma reducida. Las TRX
m2 y TRX m4 también presentaron capacidad para la reduccién de la SBPasa,
pero con una eficiencia sensiblemente menor a la de las isoformas de tipo f.
Interesante fue comprobar que in vivo, la fotorreduccion de la FBPasa solo estuvo
parcialmente afectada en plantas deficientes en AtTRX f1 y en AtTRX f2 (Yoshida

et al., 2015) y no en el mismo grado que muestran los datos in vitro.

Experimentos de immunolocalizacion en cloroplastos de guisante han
mostrado que las TRXs f y m no presentan una distribucion al azar si se compara
con enzimas del ciclo de Calvin tales como la NADP*-MDH, la proteina de choque
térmico 70 (Hsp70) y la ATP sintasa (Anderson et al., 2008). Basandose en
estudios de co-localizacién de TRXs plastidiales con enzimas no activadas por
luz, se ha propuesto una funcién secundaria para las TRXs plastidiales como
elementos que facilitan las interacciones entre enzimas y/o la uniéon de sustratos
y cofactores. En base a esto se ha propuesto que los mecanismos mediante los
cuales las TRXs plastidiales ejercen una modulacion de las actividades
enzimaticas no soélo implican un simple mecanismo de encendido/apagado, como
se explicé en el apartado C.3, sino también interacciones de corta duracién (Kénig
et al., 2012).

Por otro lado ha sido descrito un modo de activacion indirecto que implica
a la CP12, una pequefia proteina cloroplastidica que contiene cuatro Cys con
actividad redox (Wedel et al., 1997). En su estado oxidado, la CP12 forma un

complejo inactivo (Figura 7) con la GAPDH y la PRK, el cual se restaura
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completamente después de la reduccion mediada por la TRX f (Marri et al., 2009).
Los estudios in vivo ademas han puesto de manifiesto la importancia de la CP12
en el proceso de degradacidon del carbono y el crecimiento de las plantas de
tabaco, lo que lleva a proponer funciones distintas a la de la formacion de

complejos (Howard et al., 2011; Lépez-Calcagno et al., 2014).

La sincronizacion de los procesos de sintesis y degradacion de almidon en
los plastidios es crucial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. En células
del mesdfilo de hojas de A. thaliana se ha evidenciado que la TRX f1 actua como
un activador de la AGPasa (Figura 7) en presencia de luz (Thormaehlen et al.,
2013) gracias a ensayos realizados con el mutante de pérdida de funcion trxfl. La
isoforma trxf1 mostré un estado de activacion redox de la AGPasa menor al de las
plantas silvestres, asi como una disminucion en la relacion almidon/sacarosa.
Paralelamente, ensayos in vitro mostraron que la actividad de la AGPasa
resultante de la reduccion por las TRXs ml, x e y1, es menos eficiente que la
ejercida por TRX f1, y por otro lado el contenido de almiddn en las lineas de tabaco
transplastdmicas que sobreexpresan NtTRXf se incrementa (Sanz-Barrio et al.,

2013), aunque poco en comparacion con el tipo silvestre (Rey et al., 2013).

En células guarda estomaticas la TRX f1 también es capaz de ejercer un
control sobre la degradacién del almidon a través de la reduccion de la enzima
BAM1 (Figura 7), una B-amilasa de A. thaliana (Valerio et al., 2011). En células
del mesdfilo, donde la TRX f1 activa la sintesis de almidén, BAM1 se induce bajo

situaciones de estrés osmotico.

También se ha comprobado que la NTRC participa en la regulacion de la
sintesis de almiddn, pues las plantas de A. thaliana mutantes ntrc, muestran una
disminucién de la activaciéon redox de la AGPasa y no son capaces de sintetizar
suficiente almidén durante el periodo de luz. Por tanto en condiciones de dia corto,
la NTRC parece actuar como un importante regulador redox de la sintesis de
almidon y el metabolismo de plastidios fotosintéticos y no fotosintéticos (Michalska
etal., 2009; Lepisto et al., 2013). En, En las plantas ntrc, el desarrollo de las raices
es menor, siendo la tasa de crecimiento mas lento y el menor el numero de raices

laterales en relacion al control , indicando un papel importante de AtINTRC en los
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tejidos no fotosintéticos como la activacion de BAM1 (Valerio et al., 2011;
Kirchsteiger et al., 2012).

Las TRXs X, vy, y z tienen potenciales redox mas altos (> -340 mV) que las
TRX fy m (<-350 mV) (Collin et al., 2003; Collin et al., 2004; Chibani et al., 2011).
Puesto que una de las propiedades que determina la especificidad funcional de
las TRXs es su potencial, dicha diferencia confiere a estas isoformas distinta
capacidad de activar enzimas diana de otras TRXs plastidiales como las del

metabolismo de carbono.

Si bien las TRX y1 e y2 no son capaces de activar a la cFBP1 (Collin et al.,
2004) y lo hacen parcialmente en el caso de la NADP*-MDH, fue descrita como
diana potencial de estas isoformas una fructosa bisfosfato aldolasa putativa cuyo
producto de reaccién sirve como sustrato de la cFBP1 y participa en la respuesta

de las plantas al estrés abiotico (Lu et al., 2012).

C.4.3.- Activacion de la actividad oxidativa de la G6PDH.

Como se ha detallado anteriormente, la G6PDH cataliza la primera etapa

de la via OPP, fuente importante de NADPH para las células heterétrofas de
plantas y tejidos fotosintéticos durante el periodo nocturno. Hasta el momento se
han identificado en A. thaliana seis genes que codifican para esta enzima, cuatro
de ellas correspondiente con isoformas plastidiales (Wakao and Benning, 2005),
lo que evidencia la importancia de la via OPP en estos compartimentos
subcelulares. Mediante ensayos in vitro se ha demostrado que la inactivacion por
reduccion con DTT, es una caracteristica comun de al menos tres de las cuatro
isoformas plastidiales (AtG6PDH1, AtG6PDH2, y AtG6PDH3) que ademas no
comparten con las isoformas citosélicas. AtG6PDH1 se expresa principalmente en
tejidos fotosintéticos, mientras que los transcritos de AtG6PDH2 y AtG6PDH3 se

acumulan principalmente en las raices (Wakao and Benning, 2005).

A pesar de que se tiene constancia de que la inactivacion de la G6PDH
esta mediada por TRXs de tipo m (Figura 7) (Wenderoth et al., 1997), estudios
posteriores han demostrado que la TRX f1 de A. thaliana es capaz de regular la
actividad AtG6PDH1 in vitro tan eficientemente como la TRX m1 o la m4 (Née et
al., 2009).
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C.4.4.- Requlacién de la biosintesis de lipidos en plastidios.

La ACCasa es una enzima que interviene en la produccion de malonil-CoA
tomando como precursor acetil-CoA, paso clave en la ruta de sintesis de acidos
grasos en plastidos. Ensayos in vitro demostraron que, en ausencia de un agente
reductor, es inactiva pero pasa a su forma activa después de la adicién de DTT y
de TRX f1 y TRX m en estado reducido (Sasaki et al., 1997).

La ACCasa cloroplastial consta de 4 polipéptidos: la subunidad biotina
carboxilasa, la subunidad portadora de biotina carboxilada, la subunidad
transcarboxilasa a y la subunidad transcarboxilasa B, respectivamente con tres,
uno, dos y cinco residuos de Cys (Sasaki et al., 1997). Por lo tanto, cada una de
las subunidades de la ACCasa es potencialmente controlada por la regulacion
redox utilizando diversos mecanismos (Figura 7). Se ha sugerido que una de las
subunidades transcarboxilasa (a o 3) media en la regulacion redox (Kozaki and
Sasaki, 1999).

El monogalactosildiacilglicerol (MGD) es un importante componente lipidico
de las membranas plastidiales sintetizado a partir de diacilgliceroles (DG) por la
MGDG sintasa, una enzima ligada a membrana que posee nueve residuos de Cys
conservados. Se ha comprobado que in vitro la actividad MGD sintasa depende
de la presencia de agentes reductores tales como DTT, es inhibida por agentes
tiol-alquilantes y es modulada por TRXs que actuan sobre enlaces disulfuro
intramoleculares (Figura 7) (Yamaryo et al., 2006). Este tipo de regulacion en
vegetales podria permitir la sintesis de galactolipidos de cadena larga en
coordinaciéon con la actividad fotosintética del cloroplasto, fomentando la
sustitucidn eventual de lipidos de membrana oxidados bajo condiciones celulares

que causan estrés oxidativo (Yamaryo et al., 2006)

C.4.5.- Control de la homeostasis frente a especies reactivas del oxigeno.

Las ROS tienen asociada una accion bivalente. Por un lado originan dafios
perjudiciales en los sistemas bioldgicos cuando son producidas en condiciones de
estrés bidtico y abidtico, pero por otro lado, juegan un papel crucial en procesos
de sefalizacion celular actuando como mensajeros secundarios (Foyer and

Noctor, 2005). Por ello, es importante que exista un control de la homeostasis en
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la célula entre la produccion y la eliminacion de ROS, ya que un desequilibrio seria

el responsable de la activacion de procesos de estrés oxidativo.

Para evitar situaciones de estrés oxidativo derivadas de las condiciones y
restricciones ambientales, las plantas han desarrollado sistemas antioxidantes
constituidos por moléculas de bajo peso molecular como glutation y ascorbato
(Noctor and Foyer, 1998) y distintas familias de enzimas antioxidantes, entre ellas
las TRXs y las GRXs.

Varias TRXs plastidiales de plantas participan en la respuesta frente
condiciones estresantes (Vieira and Rey, 2006), por un lado mediante la
reparacion de proteinas oxidadas por por la situacién de estrés oxidativo (Tarrago
et al., 2009), y por otro a través del suministro de potencial de reduccién necesario
componentes de los sistemas antioxidantes como las PRXs y las MSRs capaces

de reducir peréxidos organicos (Dietz, 2011).

Las PRXs son enzimas con actividad peroxidasa que catalizan la
transferencia de electrones de grupos sulfidrilos a peréxidos y que se encuentran
implicadas en procesos de senalizacion redox y de detoxificacién de moléculas e
iones oxidantes. Se han descrito cuatro grupos en plantas: 1-Cys PRX, PRXII,
PRXQ y 2-Cys PRX, en base al numero y posicion de las Cys de su sitio activo
(Rouhier et al., 2004). Como se comentd en apartados anteriores la 2-Cys PRX 'y

la PRX Q han sido catalogadas como importantes dianas de las TRXs plastidiales.

Las MSRs son proteinas implicadas la oxidacién de metionina a sulféxido
de metionina cuya regeneracion se consigue generalmente mediante la reduccion
ejercida por las TRXs (Tarrago et al., 2009). El genoma de A. thaliana contiene
cinco genes MSRA y nueve MSRB. Con respecto a las isoformas de MSRA se ha
propuesto para reparan las proteinas dafiadas durante la fase de oscura, evitando
asi la pérdida de recursos debido al aumento del recambio de proteinas. Dos
isoformas de MSRB, AtMSRB1 y AtIMSRB2, estan localizadas en los cloroplastos
de A. thaliana, donde se ha propuesto que protegen las antenas fotosintética del
dafo oxidativo y asi preservan el crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés
ambiental. En M. truncatula a estas mismas isoformas, junto con la MSRA4, se les

ha asignado un papel clave en la preservacion de la integridad de la semilla
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(Chéatelain et al., 2013). Por ultimo, AtMSRB7 y AtMSRB8 parecen expresarse

preferentemente en raices (Li et al., 2012).

La CDSP32 (Chloroplastic drought-induced stress protein of 32 KDa,
proteina cloroplastidica de 32 kDa inducida por estrés por sequia) fue aislada por
primera vez en plantas de patata sometidas a déficit hidrico (Rey et al., 1998).
Esta TRX plastidial proporciona electrones a PRXs y MSRs como lo demuestran
experimentos in vitro e in planta (Broin et al., 2002; Rey et al., 2005; Tarrago et
al., 2010) (Figura 8).

Sefalizacion
Retrograda

Otros
procesos
oxidantes

Estroma

Lumen

ce €~

Figura 8.- Esquema de la sefalizacién redox mediada por las TRX x e y en plastidios. Se
muestran los procesos fisiolégicos centrales reguladas por estas isoformas. Flechas: azul
discontinuo (transporte electronico), azul continuo (sistema de reduccién de TRXs), verde
(activacion) y rojo (represion).

La abundancia de proteinas CDSP32 en patata disminuye sustancialmente
con la edad de la hoja en las plantas bien regadas, pero este patron de desarrollo
de la expresion se pierde en condiciones de estrés hidrico, que se traducen en
una disminucién y el aumento de la abundancia de proteina en hojas jovenes y
adultas, respectivamente (Broin et al., 2003). Por otro lado, la mayor expresion
CDSP32 en las hojas jévenes esta probablemente relacionada con el hecho de
que estas hojas se caracterizan porque su maquinaria fotosintética no es
totalmente funcional y propenso al dafio por luz, en comparacion con las hojas

adultos y senescentes que cuentan con mecanismos mas eficientes de defensa
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frente antioxidantes incluso en la ausencia de estreses ambientales (Bowler et al.,
1992; Havaux et al., 2000). Las TRXs como la CDSP32 que tienen
predominantemente una funcién antioxidante podrian tener un papel indirecto
para la buena marcha del desarrollo de la planta a través del mantenimiento de
las estructuras celulares en las etapas muy especificas, tales como hojas jévenes

en desarrollo.

Aunque los transcritos de TRX m3 son los menos abundantes de todas las
TRXs plastidiales en hojas, su presencia en raiz ha sido observada en plastidios
del meristemo apical (Benitez-Alfonso et al., 2009) y sus niveles de ARNm en este
organo son comparables a los de TRX m2, m4, y x (Bohrer et al., 2012). Asi mismo
la TRX m3 ha sido relacionada funcionalmente con los procesos de homeostasis
de las ROS en las raices, la deposicion de callosa y el transporte plasmodesmal
y fenotipicamente se implicé con la letalidad en el mutante con pérdida de funcion
gatl (Benitez-Alfonso et al., 2009; Benitez-Alfonso and Jackson, 2009). Aunque
se ha demostrado experimentalmente la presencia de las isoformas TRX f y m de
Pisum sativum en raices (Barajas-Lopez et al., 2007), no hay informacién acerca

de la expresion tisular precisa de éstas, a excepcion de la TRX m3.

Desde hace varios afios se conoce que las TRXs yl e y2 actuan como
activadores eficientes de enzimas implicadas en procesos de detoxificacion
siendo reductores eficaces de enzimas como la PRX Q (Collin et al., 2004). En
base a los patrones de expresion en A. thaliana, ambas isoformas podrian cumplir
con funciones antioxidantes en etapas especificas de desarrollo de la planta:
AtTRXy1 se expresa en 6rganos no fotosintéticos como las semillas y las raices,
mientras que AtTRXy2 lo hace principalmente en las hojas (Collin et al., 2004). A
pesar de ello, esta ultima isoforma fue usada para la busqueda de dianas en raices
(Marchand et al., 2010), encontrandose numerosas proteinas involucradas en la
detoxificacion y la defensa frente a las ROS, como es el caso de la
monodehidroascorbato reductasa (MDAR) (Figura 8) implicada en la regeneracion
del ascorbato reducido. Por otro lado, lineas mutantes de A. thaliana deficientes
en AtTRXy2 tienen una capacidad MSR disminuida en hoja, un crecimiento

reducido y muestran hojas de fenotipo verde palido cuando son cultivadas en
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condiciones de dia largo con luz de alta intensidad (Collin et al., 2004; Laugier et
al., 2013).

En base a estos datos se ha propuesto a la TRX y2 como donador de
electrones fisioldgico de las MSRs y de la MDAR (Figura 8), si bien no se puede
descartar el solapamiento para esta funcion con otros tipos de TRXs porque
estudios in vitro recientes han demostrado que las TRXs f1, f2, m4, x y z de A.
thaliana también son capaces de reducir a las MSRs (Yoshida et al., 2015). En
cuanto a la TRX yl1, se la relacionado con procesos de mantenimiento de la
capacidad de reparacion de proteinas y en la senescencia de las semillas por
estar asociado a la activacion de isoformas de MSRs expresadas en esta

localizacion (Chatelain et al., 2013).

La ausencia de TRX x en lineas mutantes de A. thaliana (trxx)
desencadena la carbonilacion de proteinas, un conocido marcador de estrés, pero
no afecta a la fotosintesis o a la fijacién de carbono en condiciones de dia largo
(Pulido et al., 2010). Sin embargo, bajo condiciones de luz continua la fijacién de
CO:2 es afectada, lo que sugiere que la TRX x puede desempefar un papel mas
importante bajo condiciones ambientales estresantes. Este posible rol se apoyaria
ademas en el hecho de que la TRX x ha sido descrita como activador de la 2Cys-
PRX en cloroplastos (Pulido et al., 2010) (Figura 8).

La capacidad de la TRX z para activar algunas PRXs y MSRs ha llevado a
algunos autores (Chibani et al., 2011) a proponer también a esta isoforma como

donador de electrones alternativo a enzimas detoxificantes de ROS.

Por ultimo, se ha observado que LTO1 produce in vitro la reduccion de la
inmunofilina FKBP13 y se le ha relacionado con el mantenimiento de la

homeostasis redox frente a las ROS (Lu et al., 2013).

Todos estos datos revelan papeles relativamente inesperados para las
PRXs y las MSRs en el desarrollo de la planta, incluso en ausencia de
restricciones ambientales. Probablemente, como mediadores de la homeostasis
redox celular en relacion con otros actores como hormonas y ROS. Asi las TRXs
plastidiales y estas dianas son propensos a actuar en los mecanismos que regulan

la plasticidad fenotipica de las plantas en relacidén con las variaciones ambientales
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(Li et al., 2012). Por ejemplo, las situadas en el compartimiento plastidial podrian
actuar como sensores o participar en las vias de transduccién regulando la

expresion génica nuclear.

Estas vias, conocidas como de “sefalizacién retrégrada” (Figura 8),
establecen relaciones entre estatus fotosintético de excitacién y los procesos de
desarrollo, permitiendo asi la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales

cambiantes.

C.4.6.- Requlacion de la transcipcion de genes plastidiales.

El potencial de excitaciéon entre los fotosistemas PSI y PSII genera un pool
de plastoquinonas (PQ) reducidas u oxidadas que actuan como sefiales de control
en la fosforilacion de los complejos LHC del PSII a través de la quinasa asociada
a tilacoide, STN7 (Lemeille and Rochaix, 2010; Pesaresi et al., 2010).

Las mismas sefiales también activan una cascada de fosforilacion a través
de ARN polimerasas codificadas en plastidios (Plastid-encoded RNA polymerase,
PEPs) y que desembocan en cambios de la expresién génica de elementos

implicados en la fotosintesis (Allen and Pfannschmidt, 2000) (Figura 9).

+1
J: psaA | psaB |-

Estroma

Lumen

Figura 9.- Esquema de la sefializacién redox mediada por TRX z en plastidos. Se
muestran los procesos fisioldgicos centrales reguladas por estas isoformas. Flechas: azul
discontinuo (transporte electronico), azul continuo (sistema de reduccion de TRXs), verde
(activacién) y rojo (represion).
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Ambos procesos tienen como objetivo mantener la eficiencia fotosintética.
La cascada de fosforilacién probablemente incluye la accidén de otras quinasas
como la CSK (quinasa sensora de cloroplasto) y la PTK (quinasa asociada a

transcripcion en plastidios), generando una red de fosforilacion.

La reduccion del pool de PQ activa a la STN7, que proporciona una sefal
a los demas componentes de la red quinasa (Figura 9). Esta controla el estado de
fosforilacion del factor sigma Sig1 que a su vez regula la transcripcién relativa de
genes del centro de reaccién de la fotosintesis psbA (que codifica la proteina D1
de PSII) y psaA/ B, que lo hace para la apoproteina P700 del PSI (Shimizu et al.,
2010). Esto es apoyado por la interaccioén vista entre CSK, PTK y Sig1 en ensayos
de Y2H en levadura (Puthiyaveetil et al., 2010).

Experimentos de transcripcion en presencia de inhibidores de quinasas y/o
agentes reductores (DTT), indicaron que esta red de fosforilaciéon interactia con
una segunda sefial tiol-dependiente (Steiner et al., 2009). Aunque anteriormente
se habia demostrado que la PTK estaba bajo el control redox de glutation
(Ogrzewalla et al., 2002), su actividad no podia ser modulada por DTT. En base a
esto se sugirié la implicacion de la TRX z como un regulador (Arsova et al., 2010;
Schroéter et al., 2010). Adicionalmente, un screening mediante Y2H determiné que
la TRX z interactua con dos fosfofructoquinasas-like cloroplastidicas denominadas
FLN1 y FLN2. Esto fue confirmado posteriormente in planta mediante ensayos de

co-localizacién por microscopia confocal (Arsova et al., 2010).

La linea knock-out trxz de A. thaliana exhibe hojas verde palido y carece de
capacidad de crecimiento autotrofa siendo solo viable en medio suplementado con
sacarosa. Estos datos concuerdan con los observados en N. benthamiana, dénde
bajos niveles de proteina TRX z inducen un fenotipo clorético (Meng et al., 2010).
Este, es un fenotipo Unico ya que el sistema TRX es altamente redundante y

puede compensar facilmente la pérdida de componentes individuales.

Puesto que el fenotipo de lineas de silenciamiento para FLN1y FNL2 en A.
thaliana es muy parecido al del mutante trxz y el analisis de expresidon génica en
los 3 mutantes deficientes indicaba los mismos perfiles de expresion de genes
plastidiales, se postul6 que las tres proteinas eran componentes del complejo PEP
de los cloroplastos (Figura 9)(Arsova et al., 2010). Este hecho fue confirmado
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posteriormente por espectrometria de masas (Schroter et al., 2010). La falta de
TRX z impediria por tanto un correcto ensamblaje del complejo PEP vy, en
consecuencia, se reprimiria la transcripcion de genes cloroplastidicos, apoyando
la hipotesis de que esta isoforma participa en la regulacion del desarrollo de

plastos verdes durante sus primeras etapas de formacion (Wang et al., 2014).

Sin embargo, estudios de complementacion de mutantes para TRX z con
el sitio redox inactivo sugirieron que la actividad redox de esta proteina es
prescindible para el funcionamiento de PEP bajo condiciones estandar (Arsova et
al., 2010; Wimmelbacher and Boérnke, 2014) .

Los ensayos de reduccion realizados in vitro han mostrado que las TRXs f1
y m1l se comportan como buenos reductores de la TRX z (Bohrer et al., 2012) asi
como de la cFBP1, una de la proteinas que encuentran implicadas en la formacion
de los complejos de transcripcion PEP en la planta de la mostaza (Schréter et al.,
2010). Se podria especular con que estas isoformas, ademas de regular los
procesos de fotosintesis mencionados, podrian actuar también como moléculas
de senalizacion redox que vinculan la fotosintesis con el proceso de transcripcion

en plastidios, usando como mediador no estrictamente necesario, a la TRX z.

C.4.7.- Actividad chaperona.

Muy recientemente se ha empezado a describir otra funcion bioquimica
para las TRXs plastidiales. Se trata de la emergente actividad chaperona,
observada en las TRXs f y m de tabaco, y que ha sido relacionada con los

mecanismos de plegamiento, importacién y traduccion de proteinas en plastidios.

Tanto NtTRX f como NtTRX m, demostraron in vitro una actividad
chaperona foldasa al reactivar G6PDH previamente desnaturalizada, y una
actividad chaperona holdasa al evitar la agregacion de la NADP*-MDH inducida

por calor (Sanz-Barrio et al., 2012).

Los resultados permitieron inferir que las funciones disulfuro reductasa y
chaperona foldasa prevalecen cuando las TRXs se encuentran como mondmeros,
siendo critica para ambas funciones la Cys no activa localizada en el sitio activo.

Por el contrario, la actividad chaperona holdasa depende de su estado

oligomeérico, de manera que solo se produce cuando las TRXs se asociaron con
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complejos de proteinas de alto peso molecular. Debido a que el estado
oligomérico de ambas TRXs es inducido por sal y temperatura, se ha sugerido que
las TRXs plastidiales podrian funcionar como chaperonas moleculares con

actividad holdasa en condiciones de estrés oxidativo (Sanz-Barrio et al., 2012).

C.5.- Regulacion de la actividad de TRXs plastidiales.

El unico caso de proteinas activadoras de TRXs conocido hasta ahora son
las CDCPS (Yoo et al., 2011), caracterizadas por contener un dominio cistationina
B-sintasa plastidial (CBS). Dichas proteinas son miembros de una gran
superfamilia de proteinas ubicuas capaces de unirse a ligandos que contienen

adenosina, tales como AMP, ATP o S-adenosil metionina.

En A. thaliana y arroz, se han descrito 34 y 59 CDCPS respectivamente
(Kushwaha et al., 2009). Se ha observado que la localizacion de las CDCPS puede
ser en diferentes compartimentos subcelulares, apareciendo las isoformas CBSX1
y CBSX2, en plastos donde son capaces de activar a las TRXs f, m, x, e y (Yoo et
al., 2011).

El mutante de pérdida de funcion cbsx1l muestra un retraso importante en
el crecimiento, mientras que las plantas que sobreexpresan CBSX1 son capaces
de crecer de forma mas rapido en un medio exento de sacarosa y muestran una
senescencia retardada en comparacidon con las plantas de tipo silvestre,
asemejandose a las plantas transgénicas que sobreexpresan TRX m (Benitez-
Alfonso et al., 2009).

CBSX1 seria un regulador de los procesos fisioldgicos en tejidos no verdes
mientras CBSX2 seria una proteina especifica de tejido fotosintético, lo que
refuerza la idea antes mencionada de la presencia de un FTS plenamente activo

en 6rganos heterotréficos.
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Materiales y métodos

A.- Seccion I: Material biolégico.

A.1.- Arabidopsis thaliana.

A.1.1.- Cultivo en tierra.

A. thaliana se sembré en semilleros con turba vegetal (Compo Sana
Universal) previamente humedecida y se estratificaron durante 48 h para
sincronizar la germinacion. Las plantas se incubaron a 22 °C y 60% de humedad
con un fotoperiodo de dia largo (16 h luz / 8 h oscuridad) en una camara de
crecimiento FitoClima S600 (Aralab) a una intensidad luminica de 120 umoles de

fotones m2 s,

A.1.2.- Cultivo in vitro.

Los cultivos in vitro se realizaron en medio %2 x MS (Duchefa Biochemie)
solidificado con 0,6% (o0 0,9% para crecimiento en cajas en posicién vertical) de
phytoagar (Duchefa Biochemie) y tamponado a pH 5.7 con 0,05% de tampdén MES
(Sigma-Aldrich).

Las semillas se esterilizaron incubandolas durante 3 min en una solucion de
etanol al 50% (v/v) y triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,5% (v/v) y lavandolas con
etanol 96%, tras lo cual fueron depositadas sobre un papel de filtro estéril situado
en una campana de flujo laminar. Una vez sembradas se dejaron en estratificacion
durante 48 h. Posteriormente se pasaron a una camara de crecimiento MLR-350
(Sanyo) bajo las mismas condiciones de crecimiento mencionadas anteriormente

para el cultivo en tierra.

A.2.- Guisante (Pisum sativum).

Parte de los trabajos experimentales de esta tesis doctoral se ha realizado
con plantas de guisante (Pisum sativum) cultivar Lincoln, perteneciente a la familia

de las leguminosas (Fabaceae).

A.2.1.- Cultivo en vermicultica.

Las semillas de guisante se sembraron, previa imbibicién, en macetas con
vermiculita humedecida y se incubaron en una camara de cultivo con las

siguientes condiciones de crecimiento: fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
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oscuridad (dia largo), 120 umoles de fotones - m s-! de intensidad luminica y 22

°C de temperatura.

A.2.2.- Esterilizacion de semillas v germinacion en cajas de Petri.

Las semillas de guisante se esterilizaron incubandolas durante 1 min en una
solucion de etanol al 70%. Transcurrido este tiempo se retird el etanol y se anadié
una solucion de lejia comercial al 70% y Tween-20 (Sigma Aldrich) al 2,5%,
incubandose durante 15 min. Finalmente se lavaron 3 veces con agua estéril. Las
semillas esterilizadas se depositaron en cajas de Petri en cuyo fondo se colocaron
3 laminas de papel de filtro estéril embebidas en H20 calidad mq estéril o alguna
solucion tratamiento que dependieron de las condiciones del experimento. Las
semillas se incubaron a 4 °C durante 48 h (estratificacion). Posteriormente se
pasaron a una camara de cultivo MLR-350 (Sanyo) y se incubaron en las mismas

condiciones de crecimiento que para el cultivo en vermiculita.

A.3.- Escherichia coli.

Se han utilizado dos tipos de cepas de E. coli dependiendo de la finalidad del

experimento:

e Top10 (Invitrogen-Life Technologies) fue utilizada para la clonacion de
fragmentos de ADN. Siendo este el genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str?) endA1 A. Es resistente al antibidtico

estreptomicina.

e BL21 (DES3) se utilizé para la expresion de proteinas recombinantes. Su
genotipo es FrompT gal dcm lon hsdSs (rs" ms”) A (DE3 [lacl lacUV5-T7

genel ind1 sam7 nin5]) y presenta resistencia a cloranfenicol.

Ambas cepas se cultivaron en medio Luria-Bertani, LB (McCorkle, 1983),
cuya composicion es 5 g/l de extracto de levadura (Duchefa Biochemie), 10 g/l de
bactotriptona (Duchefa Biochemie) y 10 g/l de NaCl (Merck). Para medios solidos

(LB-agar) se afadio 15 g/l de agar bacterioldgico.
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Para la seleccion de las bacterias portadoras de plasmidos, el medio LB se
suplementd con el correspondiente antibidtico. Los antibidticos fueron
esterilizados por filtracion con filtros Millipore® de nitrocelulosa de 0,2 pym de
diametro de poro. Las concentraciones de los antibidticos empleados fueron:
ampicilina 100 yg/mL, kanamicina 50 pg/mL e higromicina 100 yg/mL. Para un
optimo crecimiento de E. coli las cajas de cultivo se incubaron en una estufa a 37

°C o mediante agitacioén a la misma temperatura para cultivos liquidos.

A.4.- Agrobacterium tumefaciens.

La cepa de A. tumefaciens empleada de forma rutinaria para los protocolos
de transformacion vegetal fue GV310::pMP90. Estas bacterias son capaces de
llevar a cabo la transgénesis gracias a que contienen el plasmido pMP90 pTi58A-
ADN (Koncz and Schell, 1986). El cromosoma bacteriano aporta resistencia frente

a rifampicina, mientras que el plasmido pMP90 lo hace frente a gentamicina.

Para el cultivo liquido de A. tumefaciens se siguidé un protocolo idéntico al
descrito para E. coli. La seleccion de clones se llevé a cabo anadiendo al medio
los siguientes antibidticos esterilizados por filtracion: gentamicina y kanamicina a
una concentracion de 20 pg/ml y 50 ug/ml, respectivamente. Las incubaciones se

llevaron a cabo a 28 °C y en agitacion.

El cultivo en medio sélido se realiz6 en medio LB-agar con los antibi6ticos
de seleccion indicados anteriormente para medio liquido. Las placas se incubaron

en una estufa a 28 °C durante 48 h.

A.5.- Saccharomyces cerevisiae.

La cepa de levadura EMYG63 utilizada para los experimentos de
complementacion heterdloga posee el genotipo MATa, ade2-1, ade3-100, his3-
11, leu2-3, lys2-801, trpl-A1, ura3-1, trx1:: TRP1, trx2::LEU2 y es auxotrofa para
adenina, lisina e histidina (Muller, 1991). Esta linea deriva de la cepa parental
EMY60 y es un mutante con pérdida de funcion para las TRXs citosélicas de

levadura.

Para el cultivo liquido de las levaduras se utilizé el medio rico YPDA vy el
medio minimo SD. El medio YPDA se compone de 10 g/l de extracto de levadura,
20 g/l de bactopeptona, 20 g/l de glucosa y 40 mg/l de adenina.
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El medio minimo SD contiene 6,7 g/l de extracto de levadura nitrogenado
(YNB), 20 g/l de glucosa y 20 g/l de bactoagar. El medio SD se ajusto a pH 5,8
con KOH y se suplementd con los compuestos requeridos por cada cepa para
complementar las auxotrofias. Las incubaciones se llevaron a cabo a 28 °C y en

agitacion.

Para el cultivo sélido de las levaduras se usaron los medios YPDA-agar y
SD-agar, de idéntica composicion a las utilizadas para el medio liquido pero con

20 g/l de bactoagar. Las incubaciones se llevaron a cabo a 28 °C durante 48 h.

B.- Seccion Il: Analisis y manipulacion de acidos
nucleicos.

B.1.- Vectores.

B.1.1.- Vector pMBL.

El vector pMBL (Dominion-MBL, figura 10) se usé para la clonacion de

productos de PCR amplificados con una Taq polimerasa (con actividad
transferasa de una adenina a los extremos 3’ del ADN), ya que este plasmido es
indicado para la clonacion T/A por poseer una timina protuberante en los extremos

5’ del vector.

Su sitio de clonacion presenta secuencias diana para las enzimas de

restriccion mas comunes.

La seleccion de bacterias transformadas con construcciones de pMBL se
realizé en medio LB sélido con 100 ug/mL de ampicilina y 20 ug/mL de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal, Apollo Scientific). EI X-Gal permite
la seleccidon de colonias positivas de color blanco frente a las azules que son
negativas debido a que la clonacién interrumpe la secuencia del a-péptido de la

glucuronidasa.
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GTTGTAAAACGACGGCCAGTGACTGCAGGGTACCACGCGTCTCGAGTCTAGAAGA

TCTGCTAGCAGCGGCCGCGAGCTCAAGCTTGAT*ATCAGGCCTCCCGGGGAATTC
ACTAGTCATATATGGGATCCGTCGACTTTGGGCCCGGTACCAGCTTTTGTTCCCTT
TAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG

Figura 10.- Representacion esquematica del vector pMBL. Arriba: f1 (-) ori: Origen de
replicacion f1 (-), SC: sitio de clonacion, Plac: Promotor del gen lac, pUC ori: origen de
replicacion pUC, AmpR: gen de resistencia a ampicilina. Abajo: Secuencia de la region
SC. Las secuencias subrayadas corresponden alos oligonucle6tidos de secuenciacion
U21 (azul) y Rev21 (verde). La posiciéon del asterisco (*) indica el sitio de la clonacion AT
dentro de la diana de restriccion para Eco RV (tipografia de color rojo).

B.1.2.- Vector pET28b.

El vector pET28b (Novagen, figura 11) se us6 para la obtencion de

proteinas recombinantes que poseen una cola de 6 histidinas (His-tag) en un
extremo del péptido expresado. El sitio de clonacidon multiple esta localizado aguas
abajo de la secuencia promotora de la ARN polimerasa T7 y del operador lac. El
plasmido también codifica para la proteina represora Lacl, que se une al operador
lac impidiendo la transcripcion. Cuando el reactivo isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) se adiciona al medio de cultivo de la bacteria, este
represor se separa del operador lac, permitiendo que la RNA polimerasa se una
al promotor de T7 y se inicie la transcripcion de la proteina recombinante. La
seleccion de bacterias transformadas con construcciones de pET28b se realiz6 en

medio LB con 50 pg/ml de kanamicina.
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AGATCTCGATCCCGCGAAATIAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAA
CAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGC

AGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCT
Ndel

AGCATGACTGGTGGACAGCAAGGTCGG GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTT
BamHIEcoRI

GCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGC
CCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCT
TGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Figura 11.- Representacién esquematica del vector pET28b. Arriba: f1 (-) ori: Origen de
replicacion f1 (-), pUC ori: origen de replicacion pUC, KanR: gen de resistencia a
kanamicina T7, lacl: Secuencia codificante de la proteina Lacl, SC: sitio de clonacion.
Abajo: Secuencia de la region SC. Las secuencias de tipografia de color verde
corresponden con el promotor de T7, mientras que las de color azul lo hacen con el
terminador T7. Las secuencias subrayadas corresponden alos oligonucleétidos de
secuenciacion F-T7 (rojo) y R-T7 (verde). La secuencia resaltada en gris corresponde con
el operador de lacl. Las distintas dianas para enzimas de restriccibn usadas estan
designadas con tipografia de distinto color: Ndel (rojo), BamHI (haranja) y EcoRI
(verde).La secuencia con tipografia rosa se corresponde con la cola de histidina terminal.

B.1.3.- Sistema Gateway.

El sistema Gateway® (Invitrogen-Life Technologies) se utilizd como
metodologia alternativa para la clonacion de productos de PCR mediante un
proceso de recombinacion que transfiere segmentos de ADN entre un vector de
“‘entrada” y un vector de “salida”. Esta reaccion se denomina LR y estda mediada
por la enzima clonasa, que reconoce unas secuencias presentes en el vector de
entrada, llamados sitios attL, asi como unos sitios homdlogos en el vector de
salida, denominados attR. El reconocimiento de las secuencias attL y attR permite
a la clonasa la transferencia del fragmento que se desea clonar desde el plasmido
de entrada al de salida segun se muestra en el esquema en la figura 12.
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Los vectores de salida presentan entre las regiones de recombinacién attR
al gen ccdB (control of cell death B), que codifica para una toxina letal para E. coli,
permitiendo la seleccion positiva de las colonias que poseen el plasmido de salida

con el fragmento clonado.

Vector entrada

Vector salida

l LR clonasa

attP1 attP2

Vector entrada
(Seleccion negativa)

attB1 attB2

Vector de salida

Figura 12.- Representacidon esquematica del mecanismo de clonacién Gateway. ORF:
Marco abierto de lectura (Open Read Frame). attL y attR representa las secuencias
flanqueantes de reconocimiento presentes en los vectores de entrada y salida,
respectivamente. attP y attB representa las secuencias flanqueantes conjugadas tras la
reaccion mediada por la LR clonasa.

- Vector pENTR/D-TOPO.

El vector pPENTR/D-TOPO (Invitrogen-Life Technologies) fue el plasmido de
entrada utilizado a lo largo de este trabajo. La secuencia del plasmido es la que
se muestra en la figura 13. La seleccion de bacterias transformadas se llevo a
cabo en medio LB con kanamicina 50 ug/ml. Comercialmente pENTR/D-TOPO se
presenta como un plasmido linearizado en una region flanqueada por las
secuencias attL1 y attL2. La secuencia GTGG protuberante en el extremo 3" esta
disefiado para hibridar con la secuencia complementaria (CACC) presente en el
extremo 5" del fragmento que se quiere clonar, y que fue afiadida durante la

amplificacion por PCR.
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PENTR / D-TOPO

2580 pb

Figura 13.- Representacion esquematica del pldsmido pENTR/D-TOPO. Las regiones
attll y attl2 se corresponden con las zonas de recombinacién. SC: sitio de clonacion,
KanR: gen de resistencia a kanamicina pUC ori: origen de replicacion pUC.

La enzima topoisomerasa | del virus vacuna (proporcionada en el Kkit)
reconoce las secuencias complementarias y promueve su ligacion por medio de

un residuo de tirosina catalitico segun el mecanismo descrito en la figura 14.

Topoisomerasall

)

¢

mm==CCCTT CACC ATG NNN --- === === NNN AAG GG—---
----GGGAAGTGG GTGG TAC NNN -=-= === === NNN TTC CCmrm=~
Producto PCR I

Region
Saliente ,Q

Topoisomerasal

—<==CCCTTCACC ATG NNN === === == NNN AAG GG- ---
---—GGGAAGTGGC;I'AC NNN --= === -=- NNN TTC CC- ---
&0
G

Figura 14.- Mecanismo de clonacion en pENTR/D-TOPO (Adaptado de ‘pENTR
Directional TOPO Cloning user manual’).
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- Vectores pGWB.

En esta tesis se trabajé con una de coleccién de vectores de la familia
pGWB, cedidos por el Departamento de Gendmica Molecular y Funcional de la
Universidad de Shimane en Japdn (Nakagawa et al., 2007). De esta coleccion se
usé el plasmido pGWB4, vector de transformacion binario compatible con el
sistema de clonacion Gateway, que porta el gen codificante para la proteina verde

fluorescente (Green fluorescent protein, GFP).

La GFP es una proteina capaz de emitir bioluminiscencia en la zona verde
del espectro visible a aproximadamente 510 nm (Heim et al., 1995) pudiendo ser

detectada mediante microscopia de fluorescencia.

Después de la reaccion LR con pGWB4 (Figura 15) se obtiene un plasmido
que contiene la fusién traduccional entre el fragmento clonado y la proteina GFP.
La transformacién de A. thaliana con estos plasmidos de salida segun el protocolo
descrito en la Seccion |, permitio la integracion en el genoma de las secuencias

contenidas entre las regiones LB y RB.

Figura 15.- Representacion esquemética del plasmido pGWBA4.

B.2.- Oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron disefiados usando el
programa “Vector NTI 6.0” (Invitrogen-Life technologies) y sintetizados por la
empresa Sigma-Aldrich. Sus nombres, secuencias y localizacion son descritos en

las tablas 1, 2, 3,4 y 5, y las figuras 16, 17.
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B.2.1.- Aislamiento de lineas mutantes de insercion.

Nombre Secuencia g-}en.l
plasmido
5Atm1 GGGCTTTAATGAAACTGCGG trxm1
3Atm1 ACGGGAAGTACACGTGTAAG trxm1
5Atm2 CTTTGATTCGTGCTCGTTGG trxm?2
3Atm2 ATCTGAGTAGGTACCCAACC trxm2

5Atm3 GTTACCTTCTGATTGTATGACTTGTTGA trxm3
3Atm3 GAAAATGAGACGTGATGGAGGATTT trxm3

5Atm4-2  GAGCCCAAATACAGCAAACC trxm4
3Atm4-2  GAAGAAGACAAAGAGGACCC trxm4
5Atf1 TCATTGGTGCAGCCATTGGC trxfl
3Atf1 GCTGACGTTTCCTCATCACC trxfl
SAtf2 GCTGCTGCTTCTCTGTACAC trxf2
3Atf2 ACCATGTCCTGGTACTTCTC trxf2
LBSALK TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG pROK2
GABI-kat CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC pAC106
3GUS IV TCTGCATCGGCGAACTGATC pWS31

Tabla 1.- Oligonucleétidos usados para el aislamiento de lineas mutantes de
insercion.

B.2.2.- Clonacién de genes.

Nombre Secuencia (}en_/
plasmido
f1IENT5PROM CACCACTGTCTCCGCCTGAG AtTRXf1
f1IENT3 TCCTCCGGAAGCAGCAGAC AtTRXf1
F2ENT5PROM2 CACCAAACTCGAGTCTTTCAGTGC AtTRXf2
f2 ENT3 TCCGCCTGACCTTGCTGCTTC AtTRXf2
MI1ENT5PROM CACCCCCTGTGATAGTTGTCACACAAG AtTRXm1
M1ENT3 CAAGAATTTGTTGATGCTGGTTGC AtTRXm1
mMm2ENT5PROM  CACCCAGCGAGCTAAAGTGACATC AtTRXm2
mM2ENT3 TGGCAAGAACTTGTCGAGGC AtTRXm2
M3ENT5PROM2 CACCGTCCAATAATTTCCCCACGGAG AtTRXm3
mM3ENT3 TGAGTTCAAGACTCTTTCAATGGCG AtTRXm3
M4ENT5PROM  CACCGGAGAGAGTAGGGAAAATGGAG AtTRXm4
M4ENT3 CTCGACCAAGAATCTTTCTATAGTTTTCTCC AtTRXm4
3GFP CGGTGGTGCAGATGAACTTC pGWB
pGWB5 CCTGCAGGCTCTAATCACAA pGWB

Tabla 2.- Oligonucledtidos para la clonacién de los genes AtTRXf y AtTRXm. En
rojo las secuencias necesarias para la clonacion en el vector pENTR/D-TOPO
mediante sistema Gateway.
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B.2.3.- Clonacién de secuencias codificantes de los ADNc.

Nombre Secuencia (}en_/
Plasmido
5Atf1N GGGGCATATGGTTGGTCAGGTGACGGAGGT AtTRXf1
3Atf1B GGGGGGATCCTCATCCGGAAGCAGCAGACCTCG AtTRXf1
5Atf2N GGGGCATATGGTTGGCCAGGTGACGGAGGT AtTRXf2
3Atf2B GGGGGGATCCTCAGCCTGACCTTGCTGCTTCAA AtTRXf2
5Atf1-CS AATGGTGTGGTCCATCTAAAGTGATTGCCC AtTRXf1
3Atf1-CS  GGGCAATCACTTTAGATGGACCACACCATT AtTRXf1
5Atf2-CS AGTGGTGTGGTCCTTCCAAAGTGATTGCTC AtTRXf2
3Atf2-CS  GAGCAATCACTTTGGAAGGACCACACCACT AtTRXf2
5Atm1N GGGGCATATGGACACTGCTACAGGAATTCCAGTGG AtTRXm1
3Atm1B GGGGGGATCCTCATTACAAGAATTTGTTGATGCTGG AtTRXm1
5Atm2N GGGGCATATGGAAACTACTACCGATATTCAAGTGGTCAATGA AtTRXm2
3Atm2B GGATCCCGAGATCTTACAGACTCCAC AtTRXm2
5Atm3N GGGGCATATGGCTGAAGTTACACAACGATC AtTRXm3
3Atm3B GGGGGGATCCTCATGAGTTCAAGACTCTTTCAA AtTRXm3
5Atm4N GGGGCATATGGACACCACTGCCGCCGCCGT AtTRXm4
3Atm4B GGGGGGATCCTCACTCGACCAAGAATCTTTCTATAGTTTTCT AtTRXm4
U-21 GTTGTAAAACGACGGCCAGTG pMBL
Rev-21 CAGGAAACAGCTATGACCATG pMBL
F-T7 TAATACGACTCACTATAGGG pET28b
R-T7 GCTAGTTATTGCTCAGCGG pET28b

Tabla 3.- Oligonucledtidos para clonacion de las secuencias codificantes de los ADNCc.
Tipografia azul: cola poliG afiadida para facilitar la digestién de los productos de PCR.
Tipografia roja: codén de inicio de traduccién. Resaltado en amarillo: lugar de la mutacion
puntual C35S en TRXfl y TRXf2. Subrayado en negro: secuencia diana reconocida por
la enzima de restriccion Ndel. Subrayado en rosa: secuencia diana reconocida por la
enzima BamHl.

B.2.4.- Analisis de expresion génica.

Nombre Secuencia Gen
Ps18s-F  CATTCAATCGGTAGGAGCGAC ARNr 18s
Ps18s-R  AGTAAGCGCGAGTCATCAGCT ARNr 18s
Psfa TTAAGCAATCTGAGCCACCTTTATAG PsTRXf
Psfb TCATGTTTGATACCCTCTGTAAGTATTTCTA PsTRXf
Psm1ia CAGTTCCTAAGGCTACTCTGTCTGAG PsTRXm1
Psm1b CTTTTGCCTTGTAAGACATGGAAAA PsTRXm1
Psm2a AAATTTCTGTGAGGTAACGAACAACA PSTRXm2
Psm2b ATCATCTAAAAAAACAATAGGGAAGCA PsTRXm2
5FNR TGAAGCCGGGATCAGAAGTAA PsFNR
3FNR GATGACAGTAGCATTAGGATCTTTTGG PsFNR
5APX CGTTGCTTTTATTTTCAATGGATTC PsAPX1
3APX CAATAGCTGGGCATTACCACTTAA PsAPX1

Tabla 4.- Oligonucleétidos usados para analisis de expresion génica de genes de P.
sativum.
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Nombre Secuencia Gen
At18s-F AATATACGCTATTGGAGCTGG ARNr 18s
At18s-R ATGGCTCATTAAATCAGTTAT ARNr 18s
Atf1a AAACAGCGAGGTCTGCTGCT AtTRXf1
Atf1b TAACACCAGATTTCACATTACATACAAACA AtTRXf1
Atf2a TCCGTTATTCTCCGATTACATCTACC AtTRXf2
Atf2b GAATTCGGGATCCGGCA AtTRXf2
Atm1a AATTCTAGGGTTTCCCGATTACG AtTRXm1
Atm1b GAGTCCCATGTTGAATCGTTGA AtTRXm1
Atm2a TCTCCGGCTTCGTTGACC AtTRXm2
Atm2b GAGCTTCACAGACGACGGCT AtTRXm2
Atm3a TCGATTTCACACAGCTCGAC AtTRXm3
Atm3b TTATCCTGTGGACCATCCGAC AtTRXm3
Atmd4a AATCGCTCGCGGTGGAC AtTRXm4
Atm4b GATTTGGTACTTCGACGGCG AtTRXm4
qAtCI5 GATATCTCAGCTCTTGGGTC AtFBPCI
gAtCI3 GATGTATCTCAGTCGGTTGG AtFBPCI
5Aty1a GGCCGTCAAATTTCAGTTTCC AtTRXy1
5Aty1b TCTTGTCTTTCAGGGTTTCAC AtTRXy1
5AGP CCGTAGGGGAGCATAATGTT AtAGP
3AGP ACCACGTTCTTCCCGATCTT AtAGP
5GPD AATCCAGTTCCCGAGACAAG AtGP6DH
3GPD CAACCTCATCGCTTCTCATG AtGP6DH
5MDH CAGAAATGGGGTCGATCTTC AtMDH
6MDH ATCACAGTAGGCAATGCCCT AtMDH
5NTRC TGCTTTGTCAGCCGAGAGAT AtNTRC
3NTRC TGAAGAACTGCACACATGGG AINTRC
5PRK TCTGATCCCAGATGACAACG AtPRK
3PRK GGCAATGAGCTGCTCATAGA AtPRK
5SBP CGGTCCACGAACCACTTATG AtSBP
3SBP TCTTCGAAGCGGATGATCTC AtSBP
5CP12-1 TATTAGGTCCGGTCCGGTT AtCP12-1
3CP12-1 GAGCCACCAGCTTTCTTCTT AtCP12-1
5CP12-2 AGAATCGGCCAGTTTGTCTC AtCP12-2
3CP12-2 TCGTAAGTACGGCACTCGTT AtCP12-2
5CP12-3 AGAGTGTTGCTTCCGTCACA AtCP12-3
3CP12-3 TGGATTCTCCTGGCAGAAAC AtCP12-3

Tabla 5.- Oligonucledtidos usados para andlisis de expresion génica de genes de A.
thaliana.
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B.3.- Aislamiento de ADN gendmico de tejidos vegetales.

Para la extraccion de ADN gendmico se uso el kit de “Extraccién de ADN

gendmico de plantas y hongos” (Real) siguiendo las instrucciones del fabricante.

B.4.- Aislamiento de plasmidos.

Para el aislamiento de plasmidos bacterianos se emple6 el método de lisis
alcalina (Birnboim and Doly, 1979). A partir de 5 ml de un cultivo liquido saturado
se recogieron las bacterias centrifugando durante 5 min a 13000 rpm. El
precipitado de células se resuspendié con la ayuda de un vértex con 100 pl de
una solucion de Tris-HCI 10 mM a pH 8,0, EDTA 1 mM y ARNasa A 100 pg/ml. A
continuacion, se adicionaron 100 ul de un tampén de lisis constituido por NaOH
0.2 My SDS 1% (p/v). La mezcla fue agitada suavemente por inversion y se incubo
5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 100 pl de tampdn de
neutralizacion frio (acetato potasico 3M a pH 5,5). La mezcla se agité por inversion
suave y se incubd 10 min en hielo. Se procedié a su centrifugacion a 13000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se paso6 a un tubo limpio de 1,5 ml, al cual se
adicionaron 600 ul de etanol absoluto y fue centrifugado durante 10 min a 13000
rpm para precipitar el ADN. La fase acuosa se decantd y el precipitado fue lavado
con 600 pl de etanol al 70%. Nuevamente se volvié a centrifugar durante 10 min
a 13000 rpm, el sobrenadante fue retirado y se procedié a evaporar el etanol
residual con la ayuda de una estufa a 37 °C. Por ultimo, el plasmido aislado se

resuspendié en 50 pl de H20 calidad mq.

B.5.- Preparacion de muestras de tejidos vegetales para analisis genotipicos
por PCR.

Para la preparacion de muestras de tejidos vegetales para analisis
genotipicos mediante PCR, se utilizdé un protocolo adaptado de Kasajima vy col.,
(2004) (Kasajima et al., 2004). Un cotiledon de plantulas de 3-4 dias después de
la germinacién se triturd en tubos tipo Eppendorf de 1,5ml con ayuda de un pistilo
de vidrio estéril después de afiadir 50 yL de tampdn compuesto por Tris-HCI 20
mM a pH 7,5, NaCl 25 mM, EDTA 2,5 mM y SDS al 0,05% (p/v). En el caso de
plantas adultas la relacidén usada fue de 1 mg de muestra en 150 pl de tampdn de
extraccion. Para realizar la PCR se afnadié 1 ul de extracto en 20 ul de volumen

final.
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B.6.- Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La amplificacién de fragmentos de ADN mediante la “Reaccion en Cadena
de la polimerasa” se realiz6 en un termociclador modelo “T-Gradient” (Biometra).
Las condiciones de PCR programadas dependieron de cada experimento, pero
siguieron el esquema general detallado en la figura 18. La temperatura de
hibridacién se fijo en 5 °C por debajo de la temperatura media de hibridacion de
los oligonucledtidos utilizados para cada experimento. El tiempo de hibridacion
varié entre 15-30 s, mientras que la extension en la reaccion de PCR se fij6 en
funcion del tamafio del fragmento de ADN a amplificar. El numero de ciclos se
establecioé en funcion del objetivo buscado en cada experimento, oscilando entre

los 30 y 40 ciclos.

Desnaturalizacion Hibridacion Extension
h N i} {
94°C : 94°C :
A | |
1 min. I 15 seg. I
I I
! 72°C | 72°C
: 15 seg.: 10 min.
I I
| |
| |
| 50-60°C |
| |
I 15 seg. I
| |
| ) _ | 4°C
35 ciclos

Figura 18.- Esquema general de las etapas de PCR usadas.

De manera rutinaria se usoé la polimerasa MyTag (Bioline), mientras que para

la clonacién de ADNCc se utiliz6 la polimerasa de alta fidelidad iProof (Bio-Rad).

B.7.- PCR de colonias.

La alta temperatura utilizada en la PCR para desnaturalizar el ADN provoca
la lisis de las células bacterianas liberando su contenido intracelular al medio de
reaccion. Esta técnica se ha utilizé para el analisis de las colonias que crecieron
en medios de seleccion tras una transformacion bacteriana. Para ello se realizaba
una PCR convencional, donde el molde era una pequefa cantidad de biomasa
bacteriana recogida por medio de una punta estéril de micropipeta y resuspendida

en un volumen de reaccion de 12 pl.
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B.8.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de ADN por tamafio se realizaba mediante
electroforesis en geles de agarosa. El porcentaje (p/v) de agarosa vario en funcion
del tamano de los fragmentos de ADN que se quisieran separar. La electroforesis
se realizaba en cubetas horizontales “Mupid One” y “Mupid 21” (Advance), donde
los geles de agarosa eran sumergidos en tampdén TBE 0,5x compuesto por Tris
40 mM, acido borico 45 mM y EDTA 1mM. Para cargar las muestras en el gel se
les afiadia tampdn de carga 5x, compuesto por glicerol al 50 % (v/v), EDTA 0.1 M
y azul de bromofenol al 0.1 % (p/v). Como marcadores de tamafo molecular se
utilizé el preparado comercial “HyperLadder 1V” (Bioline). Para la deteccién del
ADN una vez migrado, los geles eran sumergidos durante 10 min en una solucién
de “GelRed” (Biotium) en H20 destilada a una dilucién 1:10000. Transcurrido este
tiempo, los geles eran visualizados mediante el uso de un equipo “ChemiDoc
Molecular Imager XRS System” (Bio-Rad) y analizados mediante el software
“‘Quantity One” (Bio-Rad).

B.9.- Purificacion de fragmentos de ADN en agarosa.

Para la purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa se empleo el
kit comercial “lllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification” (GE

Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.

B.10.- Restriccién de ADN plasmidico.

Las reacciones de restriccion se realizaron en un volumen final comprendido
entre 10 y 20 pl, incubando de 100 ng a 500 ng de ADN plasmidico con 3-5 U de
la enzima de restriccion elegida, en presencia del tampon adecuado. En las
reacciones de restriccion dobles se usaron tampones de reaccion compatibles con

las 2 enzimas usadas.

B.11.- Ligacion de ADN.

La insercion de fragmentos de ADN en vectores plasmidicos se realizd
utilizando la enzima ligasa de ADN del fago T4 (Roche) y su tampdn de reaccién.
Antes de proceder a la ligacion, las enzimas de restriccion utilizadas para la
obtencion de los fragmentos se inactivaban calentando la mezcla de digestion a

65 °C para su desnaturalizacion durante 30 min. Seguidamente se eliminaba el
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tampon de digestion de la mezcla gracias al uso de una membrana de dialisis

(Millipore) durante 30 min.

En el caso de la ligacion de productos de PCR en el vector de clonacion
pMBL se utilizé la enzima y tampon incluidos en este kit comercial. La ligacidon
entre el fragmento de ADN y el vector se realiz6 utilizando las proporciones 1:1 a
1:3 (inserto:vector). La incubacién de mezcla de ligacién tuvo lugar a una

temperatura de 12 °C durante toda la noche.

B.12.- Mutagénesis dirigida mediante PCR.

Para realizar la mutagénesis dirigida se utilizé la técnica de PCR solapante
(Ho et al., 1989), descrita brevemente a continuacion. Se disefaron parejas de
oligonucledtidos, denominados 5Atf1-CS/3Atf1-CS (TRXf1) y 5Atf2-CS/3Atf2-CS
(TRXf2), que portaban una mutacioén causante del cambio de Cys por Ser. Ademas

se usaron 2 oligonucleétidos flanqueantes.

Utilizando como molde el ADNc de los genes de ambas TRXf se llevaron a
cabo 2 series de reacciones de PCR independientes que amplificaron el ADN
desde cada uno de los extremos hasta una region de ADN que contenia la

mutacion (Figura 19).

ADN
molde | | ATG TGT STOP | |

PCR 1

M1

| L—5 PCR2 <«
M2 p2

| ATG TCT | l'

| TCT STOP |
PCR 3 —
P 1 P2
| ATG TCT STOP |

Figura 19.- Esquema general de las reacciones implicadas en el protocolo de
mutagénesis dirigida. P1 y P2: oligonucleétidos flanqueantes; M1 y M2: oligonucleétidos
internos que contienen la mutacion puntual.
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Seguidamente se realizé una tercera reacciéon de PCR usando como
moldes la mezcla de ambos amplicones. El producto final se cloné en el vector

pMBL para su aislamiento y purificacién en E. coli Top10.

B.13.- Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion de ADN fue realizada por el Servicio de Secuenciacién
de ADN de la Estacion Experimental del Zaidin mediante el equipo de analisis “ABI
PRISM 3130xI Genetic Analyzer” (Applied Biosystems).

B.14.- Aislamiento de ARN total de tejidos vegetales.

Para la extraccion del ARN procedente de las muestras de guisante y A.
thaliana se uso el sistema “Aurum total RNA mini kit” (Bio-Rad), partiendo de 60

mg de tejido fresco y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como paso previo a la sintesis por retrotranscripcion de los ADNc
correspondientes a los ARN extraidos, se realizé una reaccion de PCR para
comprobar que en las muestras no existia contaminacion de ADN gendémico. Se
usaron las parejas de oligonucleétidos At18s-F/At18s-R (para muestras de A.
thaliana) y Ps18s-F/Ps18s-R (para muestras de guisante), que amplifican el ARN

18S ribosémico que sirve de control interno.

B.15.- Sintesis de ADNCc.

La sintesis de la cadena complementaria de ADN se llevé a cabo usando
100-500 ng de ARN extraido segun el protocolo descrito en el apartado anterior.
Y consté de dos pasos. En primer lugar se adicionaron al ARN 0,5 ul de
oligonucledtidos inespecificos “Random Hexamers Primers” (Qiagen) de
concentracion 0,4 ug/mL y cantidad suficiente de H20 calidad mq para conseguir
un volumen final de reaccion de 10 ul. La mecla se incubé a 70 °C por 10 min., y
tras esto a 25 °C durante otros 10 min. Finalmente se dejo en hielo 5 min. En una
segunda etapa y, mientras las muestras se encontraban en frio, se afiadieron 4 pl
de buffer de reaccion comercial (Roche), 0,6 pl de mezcla de dNTPs (10 mM), 3
gl de DTT (0.1 M) y 0,5 pl (200U) de enzima retrotranscriptasa AMV (Roche).
Finalmente la reaccion se incubd a 42°C durante 3h. y tras esto a 70 °C por 10
min., con el objeto de inactivar a la AMV.
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B.16.- RT-PCR semicuantitativa.

Para normalizar la cantidad de muestra utilizada en los analisis de PCR-
semicuantitativa, se prepararon diluciones de las muestras que se sometieron a
la reaccion de PCR usando como estandar el gen ribosomal de la subunidad 18S.
Para la amplificacion del transcrito correspondiente a dicho gen se utilizaron la
pareja de oligonucledtidos At18s-F/At18s-R (A. thaliana). Los productos de la
reaccion se verificaron en un gel de agarosa al 1,5% permitiendo determinar las
diluciones adecuadas para llevar a cabo las reacciones finales para el estudio de
expresion. Mediante estas comprobaciones se estimoé el intervalo de ciclos
situados en la zona de amplificacion exponencial de la PCR antes de llegar a la
fase de saturacion. La cuantificacion y comparacién de los productos de PCR
permitié determinar la acumulacion relativa de los transcritos estudiados en cada

organo o condicion analizada.

B.17.- RT-PCR cuantitativa.

Con el objetivo de medir en tiempo real la amplificacion por PCR de los genes
de interés, se empled un equipo “IQ-5 Multicolor Real-Time PCR Detection
System” (Bio-Rad). El sistema detecta al fluoréforo “SYBR Green I” unido al ADN
formando un complejo que emite una sefal fluorescente con maximos de
excitaciéon y emision a 494 y 521 nm, respectivamente, y que es recogida y
monitorizada por el detector del equipo, permitiéndonos seguir desde el inicio de
la reaccion la formacion de nuevas moléculas. El fluoréforo forma parte del
preparado comercial “SYBR Green Supermix” (Bio-Rad) que ademas contiene la
enzima “iTag DNA Polymerase” y todos los componentes necesarios para su
funcionamiento. La polimerasa proporciona una alta especificidad y sensibilidad
en la reaccion de PCR, ya que es suministrada de forma inactiva por el fabricante
y es necesaria una incubacion previa de 10 min a 95 °C para su activacion, de
esta forma se previene la formacion de productos inespecificos en fases iniciales
de la amplificacion. Cada reaccion se realizd por triplicado empleando las
siguientes condiciones: 2 min a 50 °C, 10 min de activacion a 95 °C y 40 ciclos de
amplificacion (30 s a 95 °C, 30 s a la temperatura de hibridacion especifica de
cada pareja de oligonucleétidos y 30 s a 72 °C), seguidos de la curva de

desnaturalizacion.
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La expresion relativa se calculé empleando el método de A(ACt), dénde Ci
(threshold cycle), es el valor que representa el numero de ciclos en los que la linea

de la grafica intercepta la linea base (Figura 20).
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Figura 20.- Obtencién del valor de C..

Cuanto mas pequefio es el valor de Ct mas cantidad de molde existe en la
mezcla de PCR, es decir, existe una mayor expresion del gen estudiado segun la

expresion:
Amplificacion relativa (gen) = 2 — [AC:(gen)- AC;(18s)]

Como control interno para normalizar los resultados se utilizé, al igual que
en la PCR semicuantativa, el gen del ARNr de la subunidad 18S que, debido a su

abundancia, presenta siempre valores de Ct muy bajos.

C.- Seccion lll: Métodos de analisis y manipulacion de
proteinas.

C.1.- Aislamiento y cuantificacion de proteinas.

C.1.1.- Extraccion de proteinas vegetales.

Para la obtencion de los extractos de proteinas vegetales se maceraron 50
mg de tejido vegetal en un mortero con ayuda de N2 liquido al que se afadio
posteriormente un tampon de extraccion de proteinas compuesto por 25 mM Tris-
HCla pH 7,5, 5 mM MgCl2, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF y 50 % de glicerol (v/v).
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A continuacién, los extractos fueron centrifugados en frio a 13000 rpm
durante 10 min tras los cuales se recogian los sobrenadantes separados, que
contenian proteinas solubles en suspension. Las proteinas se cuantificaron
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) usando para ello el reactivo “Bio-
Rad Assay Protein” (Bio-Rad). Una vez cuantificados, los extractos se

conservaron a -20 °C.

C.1.2.-Extraccién de proteinas de levadura.

Para extraer proteinas de células de levadura en primer lugar se puso a
crecer un indculo de levadura en 3 ml de medio minimo hasta obtener una DOsoonm
de aproximadamente 3 unidades. Este cultivo fue centrifugado a 13000 rpm
durante 10 min, obteniéndose un precipitado celular que fue resuspendido en 100
Ml de un tampdn compuesto por 0,1 M Tris-HCl a pH 8,0 y 1 mM PMSF. A esta
suspension le adicionamos 0,5-1 mg de bolas de cristal de 0,45 mm (Sigma) y se
sometio a vortex repetidas veces durante 1 min hasta conseguir la rotura de las
células. A continuacion se incubaron los extractos en hielo durante 1 min.
Adicionalmente el extracto se tratd con la enzima liticasa (Sigma-Aldrich) y se agitd
3 veces (1 min por agitacién) mediante vortex, para posteriormente incubar a 37
°C durante 20 min. Para separar el extracto de proteinas de los restos celulares
se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min y se pas6 el sobrenadante obtenido a
un tubo Eppendorf. La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método

de Bradford. Los extractos de proteinas obtenidos se conservaron a -20 °C.

C.1.3.- Extraccion de proteinas veqgetales para electroforesis bidimensional.

Para la obtencion de extractos de proteinas para su separacion por
electroforesis bidimensional se siguio el método del TCA/fenol (Wang et al., 2006).
A lo largo del protocolo, todas las centrifugaciones se realizaron en las mismas
condiciones: 12000 rpm durante 10 min a 4 °C, mientras que la resuspension de
los precipitados se llevo a cabo mediante el uso de vértex y agitacion suave por

inversion.

En primer lugar se trituraron 500 mg de hojas de roseta en Nz liquido en un
mortero. Una vez pulverizadas se afiadieron 2 ml de TCA al 10% (v/v) en acetona
a -20 °C directamente al mortero y se mezcld con el brazo del mortero. El extracto

fue transvasado a un tubo de 2 ml donde se agité con un vortex y seguidamente
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se mezclaban por inversion. Para facilitar la rotura de las células las muestras
fueron sonicadas durante 10 s subiendo progresivamente la intensidad hasta
aproximadamente el 50% de la intensidad maxima del sonicador. Los extractos
fueron centrifugados y el precipitado resultante se resuspendié en 2 ml de 0,1 M
acetato amonico en metanol al 80% (v/v) enfriado a -20 °C. Los extractos fueron
centrifugados y tras decantar el sobrenadante, el precipitado formado se
resuspendio en acetona al 80% (v/v), enfriada a -20 °C. Tras una nueva
centrifugacion se retir6 el sobrenadante y se dejé secar el precipitado a

temperatura ambiente hasta la evaporacion de la acetona residual.

A continuacion se afiadieron 600 pl de un tampon compuesto por Tris-HCI
0,1 M a pH 8,0, sacarosa al 30% (p/v), SDS al 2% (p/v) y B-mercaptoetanol al 5%
(v/v), mezclando bien con un vértex para facilitar su completa disolucién. Se
afiadio fenol a pH 8,0, en una relacién de 1:1 con el tampodn conteniendo SDS
previamente afnadido. Tras la resuspension del precipitado este se incubé durante
5 min en hielo y se centrifugé a 12000 rpm. La fraccion superior acuosa se
transfirié a un tubo de 2 ml, y se afiadi6 acetato amédnico 0,1 M en metanol al 80%
(v/v) frio hasta completar un volumen de 2 ml. La solucién se dejo precipitar
durante toda la noche a -80 °C. Al dia siguiente la solucion se centrifugd a 12000
rom. El sobrenadante obtenido fue eliminado y el precipitado se lavd primero con

metanol 100% enfriado a -20 °C, y finalmente con acetona fria al 80% (v/v).

Tras una ultima centrifugacion, el precipitado formado se dejé secary se le
anadié 100 ul de medio de resuspension compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M, 3-
[(3-colamidopropyl)dimetilamonio]-1-propanosulfonato(CHAPS) al 4% (p/v), tritdn
X-100 al 2% (v/v) y DTT 100 mM que fue afadido antes de su uso. El precipitado
se solubilizé durante 2 h en agitacién y eventualmente por medio de resuspension
con una micropipeta. Las proteinas de los extractos obtenidos se cuantificaron
mediante el método de Bradford y se conservaron a 4 °C.

C.2.- Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE.

Para poder separar las proteinas de los extractos obtenidos se utilizo la
técnica de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). En
presencia del SDS la mayoria de las proteinas adquieren una relacion carga/masa
idéntica, por lo que se obtiene un fraccionamiento que obedece a la diferencia de
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peso, a la longitud de la cadena (tamafio) y a la forma de la proteina. Para la
realizacion de esta técnica se utilizaron equipos de electroforesis vertical “Real
PAGE mini” (REAL-Durviz).

A los extractos de proteinas se les afadié 1/5 del volumen a cargar de un
tampdn de carga concentrado 5x (Tris-HCI 50 mM a pH 8,0, SDS al 2% (p/v),
glicerol al 25% (v/v) y azul de bromofenol 0,1 % (p/v)). A continuacion, las
muestras se calentaron en un bano a 100 °C durante 5 min para desnaturalizar
las proteinas y favorecer la union al SDS. Se depositaron las muestras en los
pocillos localizados en la parte superior de los geles de poliacrilamida (Laemmli,
1970).

Como referencia para el tamafo de los péptidos se utilizaron los
marcadores de masa molecular “SDS-PAGE Standards, Broad Range” (Bio-Rad)
o los marcadores pretenidos “Prestained” (Bio-Rad) en el caso de los geles

destinados a western-blotting.

Utilizando como fuente de alimentacion el modelo “1000/500 Constant
Voltage Power Supply” (BioRad), las muestras de los geles migraron durante 45
min aproximadamente a un voltaje de 35 V con el objeto de evitar distorsiones y
mejorar el empaquetamiento de las bandas de proteinas durante la entrada en el
gel. A continuacion el voltaje se elevé hasta los 100 V para permitir la separacion

de las proteinas en base a su tamano.

C.3.- Tincion de proteinas con azul de Coomassie.

La visualizacion de las proteinas separadas mediante electroforesis se llevd
a cabo mediante incubacién de los geles en un tampdén compuesto por
“Coomassie Brilliant Blue” (Sigma-Aldrich) al 0.25 % (p/v), metanol al 45% (v/v) y
acido acético al 10% (v/v), durante toda la noche, en agitacién y a temperatura
ambiente. El gel se sometié a varios lavados en una solucién de decoloracion
compuesta por metanol al 40% (v/v) y acido acético al 10% (v/v) para quitar el
exceso de tincion hasta la perfecta visualizacion de las bandas correspondientes

a los péptidos separados.
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C.4.- Inmunodeteccidén de proteinas mediante la técnica de western-blotting.

C.4.1.- Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa.

Al finalizar la electroforesis, el gel se sumergia en el tampdn de transferencia
TGM constituido por Tris 48 mM, glicina 29 mM, SDS al 0,037 % (p/v) y metanol
al 15 % (v/v) durante 15 min. Simultaneamente se preparé una membrana de
nitrocelulosa 6 piezas de papel Whatman 3MM de dimensiones idénticas a las del
gel. Sobre 3 piezas de papel Whatman humedecidas en tampdn de transferencia
TGM se coloco la membrana de nitrocelulosa sumergida en el tampon de
transferencia durante unos segundos. A continuacion se depositdé el gel de
poliacrilamida en la posicion y orientacion adecuada, y finalmente se colocaron las
otras 3 piezas de papel Whatman restantes. Todo el montaje fue colocado en la
plataforma del equipo de transferencia semi-humedo “Trans-Blot turbo” (Bio-Rad)
para someterlo durante 30 min a un voltaje maximo de 25 V y a una intensidad de

corriente resultante de la siguiente expresion:
Corriente (mA) = superficie (cm?) x nimero de membranas x 0,8

C.4.2.- Incubacién con anticuerpos.

Al finalizar la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tind con
solucion de rojo Ponceau (1 g de colorante en 1 ml de acido acético diluido hasta
100 ml con agua destilada) para comprobar la transferencia homogénea por toda
la membrana de nitrocelulosa. Se elimind el exceso de colorante mediante varios
lavados con agua destilada y para evitar la union de anticuerpo a otras regiones
de la membrana se bloqued con una solucion conteniendo 5% (p/v) de leche en
polvo en tampdén TBS (Tris-HCI 0,1 M a pH 7,5 y NaCl al 0,9% (p/v)), durante 1 h
a temperatura ambiente. Se lavd la membrana tres veces durante 5 min con
tampon TBST (TBS con Tween-20 al 0,1 % (v/v)) y se incubd la membrana con
una solucién en TBS de anticuerpos primarios especificos para cada una de las
proteinas en estudio. En la tabla 6 se muestran ordenados los anticuerpos usados

y las diluciones a las que fueron utilizadas.

La incubacion con el anticuerpo primario se realizé toda la noche a4 °C y
con agitaciéon. Tras la incubacion se lavé la membrana tres veces con TBST vy
posteriormente se incub6 con una dilucién 1:10000 en TBS de un anticuerpo

secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado con la enzima peroxidasa HRP

|
RE




Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

(Sigma-Aldrich). También fueron usados anticuerpos conjugados con peroxidasa
procedentes de raton (1:2500) y cabra (1:10000) que reconocian anticuerpos
primarios frente GFP y RUBISCO activasa, respectivamente. La incubacion con el
anticuerpo secundario fue de 2 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados
con TBST y uno con TBS para eliminar restos de anticuerpos, la membrana se

revelé mediante quimioluminiscencia.

Anticuerpo Masa Organismo Dilucion
molecular
TRX ml 14 kDa Pisum sativum 1:500
TRX f 14 kDa Pisum sativum 1:250
cFBP1 45 kDa Pisum sativum 1:2000
cyFBP 37 kDa Pisum sativum 1:2000
GFP 27 kDa Aequorea victoria 1:10000
2- Cys PRX 29 kDa Pisum sativum 1:1000
SRX 14 kDa Arabidopsis thaliana 1:1000
RUBISCO Activasa 28 kDa Arabidopsis thaliana 1:500
PsbD 28/30 kDa Arabidopsis thaliana 1:2000
PsbO 33 kDa Nicotiana benthamiana ~ 1:10000
PsbP 23 kDa Nicotiana benthamiana 1:1000
PsbQ 16 kDa Arabidopsis thaliana 1:1000
PsbS 22 kDa Arabidopsis thaliana 1:1000

Tabla 6.- Anticuerpos policlonales primarios y diluciones correspondientes.

C.4.3.- Revelado de membranas.

La solucion de revelado se prepard disolviendo en 20 ml de tampdn de
luminol (Tris-HCI 50 mM a pH 8,6 y NaCl 150 mM), 100 ul de luminol 80 mg/ml en
DMSO (Applichem), 40 uL de solucién de 4-Yodo-fenol a 50 mg/ml en DMSO y
3,4 uL de H202 al 33 % justo antes del revelado. Las imagenes de las membranas
fueron capturadas mediante el uso de un equipo “ChemiDoc Molecular Imager
XRS System” (Bio-Rad) y analizadas mediante el software “Quantity One” (Bio-
Rad).

C.5.- Electroforesis bidimensional.

Esta técnica fue realizada por la Unidad de Protedmica de la Universidad de
Cdrdoba integrada dentro de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion
(SCAI). Para ello los extractos vegetales se prepararon segun el protocolo descrito
en el apartado C.1.3. de esta Seccion. En primer lugar se produce la separacion

de las proteinas en funcibn de su punto isoeléctrico (pl) mediante un
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isoelectroenfoque (IEF) en gel con gradiente de pH y posteriormente hay una
separacién por su masa molecular mediante una electroforesis en gel SDS-PAGE.
La tincion de los geles se llevo a cabo mediante el uso del colorante azul de
Coomassie. Con el programa PDQuest se seleccionaron los péptidos cuya
intensidad variaba con respecto al control (WT), los péptidos tefidos (spots) se
aislaron del gel mediante el uso de un robot y se fueron analizadas mediante
espectrometria de masas por la misma Unidad de Protedmica de la Universidad
de Cordoba.

C.6.- Analisis de péptidos por espectrometria de masas.

El analisis de las péptidos aislados fue realizado en el equipo “4700
Proteomics Analyzer” (Applied Biosystems) perteneciente a la Unidad de
Protedmica de la Universidad de Cérdoba. Este sistema esta compuesto por una
fuente de iones que genera e ioniza las muestras a analizar en el instrumento. En
este caso se trata de ionizacion MALDI (Matriz-Assisted Laser
Desorption/lonizacion). Esta fuente de ionizacién esta asociada a un analizador
de tiempo de vuelo “TOF” (Time of flight) en el que los iones se separan en funcion

de su relacion masa-carga tras ser acelerados mediante un campo eléctrico.

La recogida de los spots en los geles bidimensionales se llevo a cabo
mediante una estacion automatica ProPic (Genomics Solutions). A continuacion
se procedio a la digestion de las mismas usando tripsina porcina. Esta digestion
generd un conjunto de péptidos de menor tamafio para poder ser analizados por
espectrometria de masas mediante la técnica de “identificacion de proteinas
mediante huella peptidico MS-MS/MS” (MALDITOF-TOF). En este proceso los
péptidos resultantes de la digestion de proteinas se depositaron sobre una placa
MALDI para su analisis mediante espectrometria de manera que se obtuvo un
espectro de masas (MS) denominado “huella peptidica” y los espectros de
fragmentacion (MS/MS) de las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de las
“huellas peptidicas”. La identificacion de proteinas se realizé mediante el sistema
“GPS” (Global Protein Server) acoplado a los datos del TOF-TOF, combinando los
espectros MS-MS/MS obtenidos para cada muestra y usando como motor de
busqueda “MASCOT” (Matrix Science) sobre bases de datos publicas de

secuencias de proteinas.
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C.7.- Técnicas de cromatografia de afinidad.

C.7.1.-Purificaciéon de proteinas obtenidas por sobre-expresion heteréloga.

Las cepas de E. Coli BL21 transformadas con las plasmidos derivados de
pET28b fueron cultivadas en 150 mL de medio LB con kanamicina 50 ug/mL. El
cultivo se incubo toda la noche en agitacion a 37 °C hasta saturacion y se utilizo
para inocular un volumen mayor de 3 litros de LB con kanamicina 50 ug/ml,
incubando a 37 °C y en agitacién hasta que se alcanzé una turbidez de 0.5-0.6 a
600 nm. En este punto (fase exponencial de crecimiento) se indujo la expresion
de la proteina anadiendo IPTG hasta una concentracion final de 0,4 mM,
manteniendo el cultivo a 37 °C en agitacion durante 4 h mas. Transcurrido este
tiempo, las células se recogieron mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 10
min y el precipitado obtenido se resuspendioé en un volumen de 10 ml de tampdn
de lisis compuesto por tampon fosfato sédico 20 mM a pH 7,4, imidazol 20 mM,
NaCl 500 mM, glicerol al 10% (v/v) y 0,5 mg de inhibidores de proteasa (Complete
EDTA Free Tablets; Roche). La rotura de las células se provocé gracia al uso de
un sonicador mediante 4 ciclos de 30 s al 50% de la intensidad maxima del
aparato, dejando 1 min entre cada ciclo, el extracto se mantuvo en todo momento
en hielo. El producto de la sonicacion se centrifugd durante 10 min a 12000 rpm y
el sobrenandante, que contenia el extracto de proteinas solubles, se separé del

precipitado, compuesto por restos celulares y agregados proteicos insolubles.

Para la purificacion de las proteinas sobre-expresadas, el equipo utilizado
fue el sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas “Fast Protein Liquid
Chromatography” (FPLC) modelo AKTA (Amersham Bioscences) compatible con
las columnas de cromatografia de niquel, de afinidad por His “HisTrap FF Crude”
(GE Healthcare). Se utilizaron columnas de 1 ml manufacturadas. El uso del vector
pET28b permite expresar proteinas de fusidén a 6 histidinas en el extremo amino
de los péptidos, facilitando su purificacion por este sistema. Antes de cada
purificacion, para el lavado y activacién de las mismas, las columnas fueron
tratadas pasando varias soluciones a través de ellas en el siguiente orden: 10 ml
de agua destilada, 2 ml de AcNH4 100 mM a pH 4,0, 2 ml de una solucién 10 mM
de NiCl2 y 100 mM de AcNH4 a pH 4,0 (mantenida en la columna durante 5 min),

2 ml de AcNH4 100 mM a pH 4,0 y por ultimo 5 ml de tampdn de unidon compuesto
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por 20 mM de tampodn fosfato sddico a pH 7,4, 20 mM de imidazol, 500 mM de
NaCl y 10% (v/v) de glicerol.

El extracto de proteinas fue cargado en la columna a una velocidad de
entrada de 1 ml/min. A continuacion se lavo la columna con 5 ml de tampon de
unién antes de la elucion. La elucion de la proteina que esta unida a la matriz se
realizé haciendo pasar por la columna un tampén de elucidon compuesto por
fosfato sddico 20 mM a pH 7,4, imidazol 500 mM, NaCl 500 mM vy glicerol al 10%
(v/v). Finalmente, se lavo la columna haciendo pasar 2 volumenes de EDTA 100
mM, seguidos de 6 volumenes de agua destilada y 2 volumenes de etanol al 20%,
manteniendo la columna a 4 °C hasta la siguiente purificacion. Al finalizar el
proceso de purificacion de las proteinas, estas fueron migradas en un gel SDS-
PAGE al 15% vy tefidas con azul de Coomassie para comprobar el grado de

pureza.

C.7.2.-Busqueda de dianas de tiorredoxinas en extractos de Arabidopsis.

En primer lugar, y mediante el uso del equipo de FPLC, se cargaron en
columnas de 100 pl no comerciales que contenian la matriz con Ni?* de afinidad
por His (GE Healthcare) 200 ug aproximadamente de la proteina purificada de
interés previamente dializada siguiendo los mismos pasos que para la purificacion
pero sin la elusion final. A continuacién se procedio a la obtencion del extracto de
interés que se queria pasar por la columna. Para ello, las muestras fueron
congeladas con N2 liquido, trituradas en mortero hasta pulverizarlas para luego
afadir 4 ml de un tampdn compuesto por fosfato sédico 20 mM a pH 7,4, NaCl 50
mM, glicerol al 10% (v/v) y 20 mg de un céctel de inhibidores de proteasas sin
EDTA (Roche). El extracto obtenido se hizo circular por la columna de manera
continuada durante toda la noche a una temperatura no superior a 6 °C y con la
ayuda de una bomba peristaltica que mantenia el flujo a una velocidad de 2
ml/min. Al dia siguiente se procedio a un primer lavado de la columna con 2 ml del
tampon de extraccion y a un segundo lavado con 2 ml de una solucion fosfato
sédico 20 mM a pH 7,4, NaCl 500 mM y glicerol al 10% (v/v). Finalmente, se
afiadieron 2 mL de tampon de elucion (fosfato sédico 20 mM a pH 7,4, imidazol
500 mM, NaCl 500 mM vy glicerol al 10% (v/v), tras el cual eluyeron tanto los

complejos TRX-diana como la TRX no unida a dianas. Las fracciones con proteina
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fueron sometidas a electroforesis en gel de SDS-PAGE al 15% y analizadas

mediante tincion con plata.

C.8.- Determinaciones enzimaéticas.

C.8.1.- Activacion de la FBPasa cloroplastidica.

Para estudiar la capacidad de activacion de las TRXs fy m sobre la FBPasa,
se siguid un protocolo adaptado de Prado et al., 1992 . La activacion se llevo a
cabo en una solucién conteniendo 100 mM Tris-HCI a pH 8, 0,1 mg/ml de cFBP1
de Arabidopsis o guisante, 0,1 mM DTT y TRX a una concentracion de hasta 5
uM. Las mezclas de activacion se incubaron a temperatura ambiente (aprox. 22°C)
durante 30 min. Transcurrida la fase de activacién, la mezcla se pasa a un pocillo
de una placa microtiter conteniendo previamente. Como el DTT también puede

reducir directamente a la FBPasa, se realizd un control de activacion sin TRX.

Para determinar la actividad FBPasa se utilizd una modificacién del protocolo
descrito por Lazaro y col. (Lazaro et al., 1974). La reaccion enzimatica se llevd a
cabo en 200 ul de una solucién compuesta por 50 mM Tris-HCl a pH 8,0, 0,75 mM
MgClz, 0,6 mM fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), NADP* 0.3 mM, 1,4 U de PGl y 0,7
U de G6PDH, iniciandose la reaccién enzimatica inmediatamente después de
afiadir el sustrato FBP. Se midié el incremento en la absorbancia a 340 nm
producido por la aparicion de NADPH en una serie de reacciones llevadas a cabo

por las enzimas auxiliares PGl y G6PDH, tal y como se describe en la figura 21.

NADP* + H*

Fructosa-1,6-BP =% Fructosa6-P =—* G|ucosa-6-P 6 Fosfogluconolactona
FBPasa PGI G6PDH

Figura 21.- Reacciones llevadas a cabo para ensayo enzimatico de actividad FBPasa.
PGI, Fosfoglucoisomerasa; G6PDH, glucosa-6-P deshidrogenasa).

La cantidad de NADPH que se determina es equivalente a la de fructosa-
6-fosfato producido por la desfosforilacién de la FBP por la FBPasa. La mezcla de
reaccidon contenia los componentes descritos en la tabla 7. Las determinaciones

se realizaron en un lector de placas Sunrise (TECAN).
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Compuesto Concentracion final
Tris HCI, pH 8.8 100 mM
MgCl, 15 mM
NADP 0,3 mM
G6PDH 0,14 U
PGI 0,28 U
FBP 0,6 mM
Extracto de proteinas 10 pg.ml’

Tabla 7.- Componentes de la solucién de reaccién para la determinacion enzimatica de
la FBPasa.

C.8.2.- Ensayo de reduccioén de insulina por TRXs.

Para comprobar si las proteinas recombinantes purificadas presentaban
actividad reductasa se utilizd el método de reduccion de insulina (Holmgren,
1979). El ensayo se realizé midiendo con un lector de placas la turbidez a 600 nm
por la precipitacion de la insulina reducida. La reaccién se llevé a cabo en una
solucion conteniendo tampén fosfato 100 mM a pH 7,0, EDTA 2 mM, insulina (0,5
mg/ml) y una concentracion 5 uM de las distintas isoformas de las TRXs. La

reaccion se inicio anadiendo DTT a una concentracion final de 0,5 mM.

D.- Seccion IV: Métodos de transformacidon genética.

D.1.- Escherichia coli.

D.1.1.- Preparacion y transformacion de E. coli Top10 mediante electroporacion.

La preparaciéon de células electrocompetentes de E. coli Top10 se llevo a
cabo con células cultivadas en medio LB en fase exponencial (turbidez 600 de 0.5-
0.6. Tras enfriarse 10 min en hielo, las células se recolectaron mediante
centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y se lavaron 3 veces: 2 de ellas
con 20 ml con H20 destilada fria y una vez con 10% (v/v) glicerol en H20 destilada
fria. Finalmente, las células electrocompetentes fueron resuspendidas en 3 ml de
glicerol al 10% (v/v) en H20 destilada fria, y repartidas en alicuotas de 50 pl en

viales que se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Para la transformacion por electroporacion se siguié el protocolo de Miller y
col. (1988) (Miller et al., 1988). Se mezclaban 50 pl de células electrocompetentes
con un volumen de 1 a 10 ul del plasmido previamente dializado para eliminar

restos de iones en filtros de policarbonato Isopore (Millipore) de 0,1 um de poro.
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La suspension celular era incubada durante 1 min en hielo y se pasaba a
una cubeta de electroporacién “Cell Projects” (Bio-Rad) de 0,2 mm de hendidura,
previamente enfriada en hielo. En estas condiciones la cubeta se sometié a un
pulso eléctrico de 2,5 kV y 15 uF, mediante el uso de un electroporador
“MicroPulser Electroporation Apparatus” (Bio-Rad). Inmediatamente después del
pulso se adiciond 1 ml de LB y las células se transfirieron a un tubo de 1,5 ml. Las
bacterias transformadas se incubaron durante 1 h a 37 °C con agitacion suave y
por ultimo se sembraron en placas Petri que contenian LB-agar con los antibiéticos
adecuados. El crecimiento de las colonias transformadas se observo tras la

incubacion de las placas a 37 °C durante toda la noche.

D.1.2.- Preparacion y transformacion de células BL21 mediante chogue térmico.

La preparacion de células BL21 competentes se inicié con un precultivo de
150 mL de medio LB sin antibiético a 37 °C y en agitacion durante toda la noche.
Al dia siguiente se inocularon 3 litros de medio LB con este precultivo. Cuando el
medio de cultivo alcanzé una turbidez a 600 nm de 0,5-0,6, se recolectaron las
células centrifugando a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C. El precipitado obtenido
fue resuspendido en 10 ml de CaClz2 100 mM frio y se dejaron las células en dicha
solucion durante 30 min. Se volvid a centrifugar la suspension de bacterias a 5000
rom durante 10 min y se resuspendio el precipitado bacteriano en 4 ml de CaClz
100 mM frio con glicerol al 15% (v/v). Se prepararon alicuotas de 100 pl de las
células competentes obtenidas en tubos de 1.5 ml y se congelaron en N2 liquido.

Los viales se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Para la transformacién bacteriana por choque térmico se mezcld el
contenido de un vial (100 ul de suspension de células competentes) con un
volumen de 1 a 10 yl de plasmido. La suspension celular se incubd en hielo 10
min y a continuacién se calenté a 42 °C durante 1 min y 30 s (choque térmico),
tras lo que se anadido 1 mL de LB a la mezcla y se incub6 a 37 °C en agitacién
durante 1 h. Por ultimo, las células se sembraron en placas de Petri que contenian
medio LB-agar con el antibiético de seleccidon. El crecimiento de las bacterias

transformadas se observo tras la incubacién a 37 °C durante toda la noche.
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D.2.- Agrobacterium tumefaciens.

D.2.1- Preparacion y transformacion de la cepa GV310 de A. tumefaciens

mediante electroporacion.

Para la preparacion de células competentes de A. tumefaciens y su
consiguiente transformacion por electroporacion se siguié un protocolo similar al
descrito para las células de E. coli Top10 con algunas modificaciones
(Mattanovich et al., 1989). El protocolo comenzé con la inoculacion de 3 litros de
LB con 150 mL de un cultivo saturado de A. tumefaciens. El cultivo se incubé a 28
°C con agitacion durante 4 h hasta que alcanz6 una D.O.s0onm de 0,5-0,6. En este
punto el cultivo fue enfriado en hielo durante 10 min para detener su crecimiento.
Las células se recogieron mediante centrifugacion a 5000 rpom y 4 °C durante 5
min y se lavaron 3 veces con 10 ml de H20 destilada estéril fria y una vez con
glicerol al 10% (v/v) en H20 destilada estéril y fria. Finalmente, tras una ultima
centrifugacion, las células recogidas se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10
% (viv) en H20 destilada estéril y fria, y se distribuyeron en alicuotas de 100 pl en

viales estériles y se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Para la transformacion de células de A. tumefaciens por electroporacion se
sigui® un protocolo similar al descrito para las células de E. coli
electrocompetentes. Tras la electroporacion, se afiadid 1 ml de LB y se paso el
contenido de la cubeta a un tubo de 1.5 ml. La suspension celular se incubo
durante 2 h a 28 °C con agitacion suave y se sembré en placas de Petri que
contenian LB sélido con los antibiéticos de seleccion (gentamicina 20 pg/mL para
la cepa, y los correspondientes para cada plasmido transformante). Las bacterias
transformadas formaron colonias visibles a partir de las 48 h de incubacioén a 28
°C.

D.3.- Saccharomyces cerevisiae.

D.3.1.-Preparacioén y transformacioén de S. cerevisiae.

La preparacion de las células de levadura comenzd con un precultivo de 100
Ml en medio liquido completo YPDA que se mantuvo en agitacion a 28 °C durante
la noche para alcanzar la fase de saturacion. Con este cultivo saturado se
inocularon 10 ml de medio liquido YPDA que se mantuvo incubando durante toda

la noche a 28 °C en agitacion hasta obtener una D.O.s00nm de aproximadamente
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uno. Las células fueron recogidas mediante centrifugaciéon a 5000 rpm durante 5
min y lavadas en 1 ml de agua destilada. Tras una nueva centrifugacion las células
fueron resuspendidas en 1 ml de solucidn A (acetato de litio 100 mM, Tris-HCI 10
mM a pH 7,5y 1 mM de EDTA). Posteriormente se volvié a repetir el paso de

centrifugacion y resuspension, esta vez en 50 ul de solucién A.

Para la transformacién, a 50 pl de levaduras competentes se anadieron 50
Mg de ADN de esperma de salmon desnaturalizado durante 20 min a 100 °C, 1 ug
de plasmido y 300 pl de solucién B (solucién A con 50% (v/v) de PEG 4000). La
mezcla fue incubada en agitacién durante 30 min a 28 °C para posteriormente
someterla a un choque térmico de 15 min a 42 °C. A continuacién, las células
fueron centrifugadas durante 15 s a 13000 rpm. El precipitado obtenido se
resuspendio en 1 ml de YPDA y se incubo en agitacion durante 1 h a 28 °C. Las
células se lavaron dos veces con 1 ml H20 calidad mq, tras lo cual, las células
transformadas se sembraron en medio minimo SD-agar suplementado con 20
mg/l de adenina (Applichem), 20 mg/I de histidina (Sigma-Aldrich), 50 mg/l de lisina
(Sigma-Aldrich) y 20 mg/l de metionina (Sigma-Aldrich). Las colonias aparecieron

a partir de las 48 h de incubacién a 28 °C.

D.4.- Crio-conservaciéon de cepas bacterianas.

El cultivo bacteriano se incubd a la temperatura indicada para el crecimiento
de las células y en agitacion durante el tiempo necesario para alcanzar la
saturacion. Al cultivo se le afiadié glicerol hasta una concentracion final del 15% y
se conservd en alicuotas en crio-tubos estériles. Tras enfriarlos rapidamente en

N2 liquido se guardaron a -80 °C hasta su uso.

D.5.- Arabidopsis thaliana.

D.5.1.-Transformacion de A. thaliana mediante inmersion floral.

La transformacion se llevé a cabo siguiendo una modificacion del método
de inmersion floral (Clough and Bent, 1998) . Las plantas de A. thaliana que iban
a ser transformadas se cultivaron en condiciones de dia largo (16 h luz / 8 h
oscuridad) hasta que las inflorescencias primarias tenian unos 5 cm de longitud,
momento en el cual eran cortadas para favorecer la aparicion de inflorescencias

secundarias. Dos dias antes de la transformacion, se inoculaba con una colonia
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de A. tumefaciens portadora del plasmido que se deseaba transferir a la planta en
50 ml de medio YEBS (ajustado el pH a 7,0) compuesto por 1 g/l de extracto de
levadura, 5 g/l de extracto de ternera, 5 g/l de sacarosa, 5 g/l de bactopeptona y
0,5 g/l de sulfato de magnesio. Este medio fue suplementado con el antibiético de
resistencia de la cepa (gentamicina 20 pg/ml) y el antibiético de resistencia para

el plasmido a la concentracidn adecuada.

El preinéculo se incubd a 28 °C y en agitacion durante 10-12 h momento en
el que alcanzaba la saturacion y se utilizé para inocular otros 250 ml de YEBS con
antibidticos. Este cultivo se dejaba crecer a 28 °C en agitacion durante toda la
noche. Una vez alcanzada la fase de saturacion, al medio de cultivo se le afnadié
100 pl de Silwet L-77 para romper la tensién superficial de la solucion y favorecer
la entrada de la bacteria en la planta. Las inflorescencias de las plantas eran
entonces sumergidas en esta suspension bacteriana durante aproximadamente
30 sy, a continuacién, se secaban suavemente con papel secante y se introducian
en cajas de poliestireno con 1 cm de agua (aproximadamente) en el fondo,
manteniéndolas en oscuridad, para alcanzar asi un alto porcentaje de humedad
durante las 24 h a 22 °C que duraba la incubacion. Pasado este tiempo, las plantas
se mantuvieron en camara de crecimiento a 22 °C de temperatura, con un
fotoperiodo de dia largo y una intensidad luminica de 120 pmol de fotones m= s
hasta que las silicuas llegaron a la madurez y se pudo proceder a la recoleccién

de las semillas.

D.5.2.-Seleccion de plantulas transformadas.

Las primeras semillas transformadas sembradas en medio de seleccion
que mostraron resistencia al antibiético fueron consideradas la linea FO y se
sembraron en alvéolos que contenian turba vegetal. Las semillas obtenidas de
estas primeras lineas se sometieron de nuevo a un proceso de seleccién en in
vitro en medio MS con kanamicina 50 pg/mL. Las semillas que germinaron en este
segundo proceso de seleccion se denominaron lineas F1. Esta ronda de seleccion
se repitio con las lineas que mostraron una relacién entre plantulas no resistentes
y resistentes de 1:4 (F1), ya que lineas con una tasa de supervivencia superior
indica un numero de inserciones >1, que fueron desechadas. En una nueva ronda
de seleccion, las semillas de las lineas seleccionadas (F2) que presentaban una
resistencia del 100% al antibiotico fueron consideradas como lineas homocigotas.
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D.5.3.-Cruzamiento de lineas de Arabidopsis.

Para el cruzamiento de dos lineas de Arabidopsis se seleccionaron las
plantas parentales en un estado fenolégico con tallos florales de
aproximadamente 10 cm de longitud. Las flores que iban a ser utilizadas como
receptoras estaban en un estadio temprano de su desarrollo con estambres
inmaduros no dehiscentes, ya que A. thaliana es una planta hermafrodita y sus
flores se autofecundan antes de abrirse. Dichas flores fueron desprovistas de
sépalos, pétalos y estambres con ayuda de pinzas de punta fina y lupa. Por otro
lado, se selecciond un individuo perteneciente a otra linea parental para cortar un
estambre dehiscente con polen adherido al mismo, de una de sus flores.
Finalmente el estambre de las flores donadoras del polen fue utilizado para
fecundar a la flor receptora mediante contacto fisico de la antera y el estigma,
comprobando la deposicion de granos de polen sobre el estigma mediante la

visualizacion a la lupa.

Las semillas procedentes de los cruces se sembraron en medio MS con los
antibidticos de seleccidén apropiados y la posicion de los T-DNAs fue verificada

mediante analisis genotipicos por PCR.

E.- Seccion V: Métodos de caracterizacion fisioldgica.

E.1.- Caracterizacion in vitro.

E.1.1.- Respuesta de plantulas de quisante a la salinidad.

Para analizar la respuesta de plantulas de guisante al estrés salino se
depositaron semillas de guisante en el fondo de placas Petri cubierto con 3
laminas de papel de filtro estéril. Estas laminas fueron embebidas bien en H20
estéril (control, sin tratamiento), o bien en soluciones de NaCl a concentraciones
de 50 mM y 150 mM. Pasados los correspondientes tiempos de tratamiento se
procedid a la recoleccion de las muestras. Las plantulas de guisante se
diseccionaron mediante el uso de un bisturi en tallo, raiz y cotiledon. El material
fue inmediatamente congelado en N2 liquido y conservado a -80 °C hasta su

analisis.
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E.1.2.- Caracterizacion de A. thaliana.

- Analisis de germinacion.

Para el estudio de la germinacion de A. thaliana bajo condiciones de estrés,
se sembraron aproximadamente 90 semillas (3 réplicas de 30 semillas) en cajas
de Petri cuadradas (12 x 12 cm) que contenian medio MS. Se observo el desarrollo
de la germinacion de las semillas en los primeros dias en la camara de cultivo. El
porcentaje de germinacion se determind calculando el ratio de semillas

germinadas con respecto al numero total de semillas sembradas.

- Efecto de diferentes tipos de estrés en el crecimiento.

Para los estudios de crecimiento en condiciones de estrés las semillas, una
vez esterilizadas, fueron sembradas en placas de Petri que contenian medio MS.
Tras permanecer 5-6 dias en la camara de crecimiento in vitro, un grupo de las
plantulas germinadas fueron transferidas a placas que contenian medio MS
suplementado con 100 mM NaCl y 5 mM Hz202. Otro grupo de plantulas fue
sometido a tratamientos de frio (10 dias a 8 °C) y choque térmico (3 horas a 37
°C).

- Efecto de los azucares en el crecimiento de la raiz.

Para los estudios de crecimiento de la raiz se sembraron semillas
esterilizadas en el primer tercio de placas de Petri cuadradas que contenian medio
MS y medio MS suplementado con distintos azucares al 6% (p/v) (sacarosa,
fructosa, glucosa y manitol). Estas placas fueron colocadas en posicion vertical
respecto a la horizontal dentro de la camara de cultivo. Se midio la longitud de las

raices cada 5 dias, durante 25 dias.

E.1.3.- Caracterizacion de los cultivos de levadura.

Los estudios de cultivo in vitro de levadura se centraron en la realizacion
de experimentos de complementacién heteréloga. Para ello se emplearon 2
metodologias diferentes. En primer lugar se realizaron experimentos de halo de
inhibicion con NaCl. Se prepararon cajas de Petri con medio minimo SD-agar que
fueron sembradas con 100 ul de cultivo de cada una de las lineas con una

densidad de 108 células ml'. Tras esto se depositd sobre la superficie sembrada
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un disco de papel secante estéril humedecido con una solucién de NaCl 5 M. Los
halos de inhibicion provocados en el cultivo pudieron observarse tras incubar las
placas durante 48-72 h a 28 °C. También se llevo a cabo la siembra de diluciones
seriadas de levadura en gotas de 7 pl sobre el medio de cultivo. En este caso se
utilizaron placas cuadradas que contenian medio sélido SD-agar con distintas
concentraciones de NaCl y tBHP (terc-butilo hidroperoxido). Una vez las gotas se

habian secado, las cajas fueron incubadas a 28 °C durante 48-72 h

E.2.- Caracterizacion de plantas de Arabidopsis sembradas en tierra.

E.2.1.- Curvas de crecimiento.

Para la realizacion de las curvas de crecimiento, se utilizaron plantas de A.
thaliana mantenidas bajo las condiciones descritas en la Seccion | para el cultivo
en tierra. Cada 5 dias se tomaron 4-5 plantas, con cuyos valores obtenidos se
calculo la media y su desviacion estandar. El primer punto de muestreo se tomo
aproximadamente 5 dias después de la siembra mientras que el ultimo se realizd
a los 30 dias. El muestreo consistié en determinar el peso fresco de la roseta
mediante una balanza de precision, contar el numero de hojas en la roseta y
determinar el area foliar mediante el escaneo de las muestras y la utilizacion del

programa de analisis de imagen “Photoshop CS5®” (Adobe).

E.2.3.- Crecimiento en condiciones de alta intensidad luminica.

Para los estudios de estrés luminico se utilizaron plantas de A. thaliana
mantenidas bajo las condiciones descritas en la Seccion | para el cultivo en tierra.
Tras 25 dias de crecimiento, las plantas fueron sometidas a distintos tratamientos
de alta intensidad luminica (600 pmoles de fotones m= s*' PAR) en condiciones

de dia largo y frio o bajo condiciones de luz continua.

E.3.- Tincion de hojas con lugol.

Para la visualizacién del almidon en hojas, se introdujeron 3 rosetas por linea
en frascos estériles de 40 ml a los que se habia afiadido una solucién de lugol
(Sigma-Aldrich). Para poder observar mejor la tincion se habia eliminado
previamente la clorofila presente en las hojas mediante incubacion a 37 °C con
etanol al 70%. Cuando las hojas se despigmentaron se eliminé el etanol, se lavd
con H20 destilada y se procedié a la tincidon tal y como se ha indicado
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anteriormente. El lugol es un compuesto yodado (l2 y ioduro potasico de color azul
violaceo) que se une a las hélices formadas por las cadenas de glucosa. Las hojas
se incubaron a temperatura ambiente hasta observar una coloracion marrén
oscura (5-10 min). Posteriormente se retird el lugol y se lavaron varias veces las

hojas con H20 destilada hasta obtener el caracteristico azul violaceo.

E.4.- Extraccion de azucares solubles y almidén.

En primer lugar se pesaron 50-100 mg de hojas de roseta que fueron
pulverizadas en N2 liquido y posteriormente maceradas en mortero, para luego
afiadir 450 pl de tampdn de extraccion (etanol 80% (v/v) diluido en HEPES-KOH
10 mM, pH 7,5).

La suspension se paso a un tubo de 1,5 ml. Después de centrifugar a 13000
rom durante 5 min. A continuacion, la muestra se sometio a 4 pasos mas de

extraccion (5 en total).

Las 3 primeras veces se usaron 450 ul de tampon de extraccidn para
resuspender los pellets, la 42 extraccion se utilizdé 450 pl tampdn de extraccion con
etanol al 50 %(v/v) y en la ultima 450 ul de H20 destilada. Los sobrenandantes
obtenidos de cada etapa contenian los azucares solubles y fueron recogidos en

un tubo de 2 ml hasta obtener un volumen final de aproximadamente 1,8 ml.

El precipitado contenia el almidén, y para proceder a su cuantificacion los
restos de hojas fueron resuspendidos en un 1 ml de una solucion KOH 0,2 M,
hervidos a 100 °C durante 45 min y centrifugados a 13000 rpm durante 10 min a
4 °C. De este extracto se tomd un volumen de 500 pl que fue ajustado a pH 5,0

afadiendo 150 pl de acido acético 1 N.

E.5.- Determinacion del contenido de azucares solubles y almidon.

La cuantificacién de los azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa)
contenidos en las muestras se basdé en el mismo principio analitico, la
determinacion espectrofotométrica a 340 nm del NADPH formado en la conversion
de glucosa a 6-fosfogluconolactona mediante la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (Figura 22).
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ATP  ADP+H+*  NADP*+ H*
— Glucosa M@ucosa_ﬁ_p } 6 Fosfogluconolactona
HK

G6PDH

PGI

Sacarosa Invertasa

HK

b— CrUctOosa m Fructosa-6-P

ATP ADP+H*

Figura 22.- Esquema del ensayo enzimatico en la medida de azlcares solubles.

Para la determinacién del contenido en almidén se utilizé el mismo método,
tras la degradacion previa de este polisacarido a glucosa por la accion de las

enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.

E.5.1.- Determinacién de glucosa, fructosa y sacarosa.

En primer lugar se preparo la mezcla de reaccion con 20 ml de tampon de
reaccion, compuesta por 100 mM HEPES-KOH a pH 7,0, 3 mM MgClz, 24 mg de
NADP, 40 mg de ATP (Roche) y 40 pl de G6PDH. Para llevar a cabo las
determinaciones utilizamos una placa microtiter de 96 pocillos. En cada pocillo
anadimos 5 pl del extracto obtenido segun el proceso descrito en el apartado E .4,
y 200 ul de tampon de reaccidon. A continuacion el incremento de la absorbancia
a 340 nm se determind en un lector de placas, tomando como longitud de onda
de referencia de 405 nm. A los 5 min del inicio de la reaccién se afadieron 0,4 pl
(0,6 U) de hexoquinasa (HK, Roche) a cada pocillo. Como se muestra en la figura
22, anadiendo G6PDH y HK se analizo el contenido de glucosa. Una vez llegada
a la fase plateau (aproximadamente a los 20-25 min) se afiadié 0,8 pl de
fosfoglucoisomerasa (PGI, Roche) para medir la fructosa. A los 30 min de
reaccion, cuando establece alcanzé de nuevo otra fase plateau, se afadio 4 ul de
invertasa (Fluka) por pocillo y se continué la medicion otros 30 min. Las distintas
reacciones enzimaticas dieron lugar a una grafica que muestra la contribucion
equimolecular de cada uno de los azucares a la produccion de NADPH (Figura
23).

90



Materiales y métodos
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Figura 23.- Esquema de la determinacién de azlcares. Cada una de las variaciones en
las DO corresponde a la contribucion de cada una de las enzimas HK (hexokinasa), PGl
(fosfoglucosaisomerasa) e INV (invertasa).

Para estimar la concentracidon de azucares en las muestras por interpolacién
se elabordé una recta patrén con cantidades conocidas de glucosa, fructosa y
sacarosa disueltas en tampdn de reaccion. Las cantidades de cada azucar usadas
en la recta fueron 0, 0, 5, 1, 3, 5, 10 y 20 mg/ml. El contenido de los azucares

contenidos en la muestra se presenté como gramos por gramo de peso fresco.

E.5.2.- Determinacion de almidon.

La determinacion del contenido en almidon se determiné en un volumen de
200 pl del extracto obtenido segun el protocolo descrito en el apartado E.4. Para
la curva patrén se utilizaron cantidades conocidas de almidon de maiz (0, 0,25,
0,5, 0,75 y 1 mg/ml). El proceso de degradacion se llevo a cabo afiadiendo 7,4 U
de a-amilasa (en 35 ul de acetato sédico 0,1 M a pH 4,5) e incubando durante 30
min a 37 °C. A continuacion se afadieron 5 U de amiloglucosidasa (en 165 ul de
acetato sdodico 0,1 M a pH 4,5), y se mantuvieron las muestrasa 55 °C durante 1
h. Tras detener la reaccion de degradacion incubando durante 2 min a 100 °C, la
solucién se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min. La determinacién de la glucosa
de las muestras se realizé de forma similar a la descrita en el apartado E5.1, para
los azucares solubles. En este caso solo se cuantifico la concentracion de glucosa
ya que es proporcional a la concentracion de almidén. El contenido de almiddn
expresado en gramos por gramo de peso fresco se obtuvo interpolando las
absorbancias medidas a 340nm en la recta patrén.
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E.6.- Extraccion y cuantificacion de pigmentos fotosintéticos.

E.6.1.- Clorofilas y carotenoides.

Para la cuantificacion del contenido en clorofilas y carotenoides se siguid
un protocolo adaptado de Wellburn y col. (1994) (Wellburn, 1994). El protocolo
consistié en tomar 50 mg de hojas de roseta, que se pulverizaron en mortero con
ayuda de N2 liquido. Posteriormente se adicioné 1 ml de acetona fria al 80% (v/v)
y se transvaso el extracto a un tubo de 1,5 mL. Los tubos se sometieron a agitacion
toda la noche, a 4 °C y en oscuridad. Los extractos se centrifugaron durante 10
min a 13000 rpm, recuperando unicamente el sobrenadante. Los pigmentos se
cuantificaron en un espectrofotometro modelo “Lambda 35” (Perkin Elmer)
midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 663,2 (clorofila a), 646,8
(clorofila b) y 470 nm (carotenos). La concentracién de clorofilas y carotenoides,
representada en gramos por gramos peso fresco, se determin6é en base a las

férmulas representadas en la tabla 8.

Pigmento Formula

Clorofila a Ca=12.25 Ae63.2 — 2.79 As46.8

Clorofilab Cb =21.5 Aesa6.8— 5.1 As63.2
Clorofilas totales Ca+b = 7.15 Aese.8 + 18.71 Ass32

Carotenos Cx+c= (1000 A470 — 1.82 Ca — 85.02 Cyp) /198

Tabla 8.- Férmulas utilizadas para la cuantificacién de pigmentos fotosintéticos: clorofila
a, clorofila b, clorofilas totales y carotenos.

E.6.2.- Antocianinas.

El procedimiento de extraccion y cuantificacién de antocianinas consistié en
un protocolo adaptado de Rabino y Mancinelli (1986) (Rabino and Mancinelli
(1986) que consistia en tomar 50 mg de hojas de roseta, congelarlas con N2
liquido y trituradas en mortero hasta pulverizarlas. Se afiadia rapidemente1 ml de
una dilucion de HCI al 1% (v/v) en metanol, se transvaso el extracto a un tubo de
1,5 mly se incubé en agitacion toda la noche a 4 °C y en oscuridad. Los extractos
se centrifugaron 10 min a 13000 rpm. A continuacion se determinaron las
antocianinas midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 530 y 657 nm. La
concentracion de antocianinas, dada en gramos por gramo de peso fresco se

determind en base a formula: Cantocianinas = (As3zo — 0,2 Aes7).
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E.7.- Técnicas de microscopia.

E.7.1.- Deteccion de fluorescencia mediante microscopia confocal.

El estudio de las lineas mutantes de A. thaliana con proteinas de fusion a
GFP y de muestras tefiidas con ioduro de propidio se llevé a cabo en el Servicio

de Microscopia de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC).

Para la deteccion de la sefal de fluorescencia y captura de imagenes de alta
resolucién en distintos 6rganos se uso el Sistema Modular de Microscopia de
Barrido Laser Confocal C-1 (Nikon) que contaba con los objetivos y las 6pticas
para posicionamiento de las muestras y fluorescencia para la deteccion de sefial
GFP.

E.7.2.- Microscopia electronica de transmision (TEM).

La visualizacién de las estructuras subcelulares de las hojas de roseta se
realizd mediante el uso de un microscopio electronico de transmision. Para ello
las muestras trozos pequenos de hojas de roseta de plantas de 25 dpg (dias post-
germinacién), pertenecientes a cada una de las lineas mutantes, fueron
previamente sometidas en a un protocolo de inclusion en resina epon por el
Servicio de Microscopia de la Estacion Experimental del Zaidin. Tras este paso se
realizaron cortes ultra-finos en el Servicio de Microscopia del Centro de
Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada con un micrétomo
modelo “Ultracut R” (Leica). Los cortes ultra-finos fueron tenidos y depositados en
rejillas para su posterior observacion en un Microscopio de transmision electronica
TEM modelo “Libra 120 Plus” (Carl Zeiss) del CIC.

E.7.3.- Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La observacién de la epidermis de las hojas de roseta de plantas de 25 dpg,
pertenecientes a cada una de las lineas mutantes, se realizé en un Microscopio
Electrénico de Barrido de Presion Variable modelo LEO 1430-VP del Servicio de
Microscopia del Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de
Granada. Para ello, trozos de hojas se colocaron en su lado abaxial o adaxial
sobre un soporte, y se metalizaron con Au, previa deshidratacion, fijacion y
secado. Este tratamiento fue llevado a cabo por el Servicio de Microscopia del
CIC-UGR.
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E.7.4.- Microscopia optica.

Para la observacion de las estructuras celulares de hojas y raices de
Arabidopsis, las muestras incluidas en la resina epon fueron cortadas en laminas
con micrétomos en los laboratorios del Servicio de Microscopia del CIC-UGR y
depositadas en portaobjetos (de Dios Barajas-Lopez et al., 2007). Los cortes semi-
finos (1 mm) fueron tenidos con azul de toluidina y dejados secar. Para la
observacion y captura de imagenes se utiliz6 un microscopio 6ptico OLYMPUS
BX51 del CIC-UGR.

E.8.- Determinacion de parametros fotosintéticos.

E.8.1.- Determinacion de la tasa fotosintética.

Para determinar la tasa fotosintética de cada una de las lineas mutantes de
A. thaliana se utilizé un IRGA (analizador de gas por infrarrojo), modelo “LI-6400”
(LI-COR Biosciences, figura 24).
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Figura 24. Arriba, esquema sobre el funcionamiento del IRGA (adaptado de Alan Rhodes,
Mulkey & Smith 1998). Abajo, fotografia del equipo completo (tomada de la pagina web
www.licor.com).
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Este equipo posee dos analizadores de gases por infrarrojo para CO2y H20
(Infrared Gas Analyzer, IRGA) integrados en una pinza portatil que son capaces
de medir cambios en un sistema abierto de medicion. Uno de los IRGA mide el
contenido de una camara donde se colocan las muestras, mientras que el otro
realiza mediciones de referencia. El aparato puede modificar las concentraciones
de CO2y H20 en el aire que le llega a la cdAmara mediante depuradores que filtran
el aire ambiental, aunque también puede usar una unidad de abastecimiento de
CO2 comprimido. El flujo con el que circulan estos gases es constante y renueva
el aire dentro de la camara para que no se vea modificado por la transpiracion o

la fotosintesis de la hoja.

La tasa de fotosintesis neta (A) y la tasa de transpiracion (E) son calculados
de forma directa a partir de la diferencia entre el contenido de CO2 y el H20 que
detecta el IRGA de referencia y del gas que sale de la camara donde se encuentra
la hoja, teniendo en cuenta para el calculo el flujo de gas y el area analizada (de
forma que A = Flujo- ACO2. Area™ y E = Flujo: AH20- Area™). Como unidad de
medida para estos parametros se utilizan ymol de CO2 m s y ymol de H20 m
s1. El equipo puede también determinar a partir de las variaciones de CO:2
medidas para la fotosintesis neta y de forma indirecta la concentraciéon de CO:2
intercelular de la hoja (Ci), y a partir de la transpiracién y la diferencia entre el
déficit de presién de vapor de la hoja y del aire de la camara la conductancia

estomatica (gs).

Justo antes de proceder a las determinaciones el aparato fue calibrado, y
fijados el area de la hoja, el flujo de la corriente y la temperatura, que se ajusto a
22 °C, latemperatura a la que crecieron las plantas. El procedimiento experimental
consistié en la captura con la pinza del equipo de una hoja unida a la roseta de
una planta de A. thaliana de 25 dias de crecimiento. Se midieron al menos 5-7
plantas por cada linea de A. thaliana. Las areas foliares fueron determinadas
mediante escaneo de las mismas y empleo del programa Adobe Photoshop CS5.
Los resultados de cada uno de los parametros fotosintéticos obtenidos fueron

normalizados al area real de la hoja, gracias al software de calculo de LICOR.
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Para realizar las medidas de los distintos parametros fotosintéticos se fijo
una concentracion de CO2 de 400 ppm. Tras la adaptacion de las hojas a la
oscuridad, se determind la tasa fotosintética a distintas intensidades de luz (Q): O,
100, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 pmol de fotones m=2 s
(Photosynthetic Active Radiation, PAR), obteniendo una curva (A/Q) de luz en

cada caso.

E.8.2.- Medidas de fluorescencia.

La energia de la luz que es absorbida por los complejos colectores del
fotosistema |l es rapidamente transferida a la clorofila a, la cual puede relajarse
de tres maneras diferentes: mediante los procesos fotoquimicos (reduccion de
quinonas mediante transferencia electronica procedente de la clorofila Peso), los
procesos no fotoquimicos (principalmente la emision de calor) y/o la emision de
fluorescencia (Figura 25). Este ultimo tipo de emision se empled para el estudio
de las reacciones luminicas y del estado del fotosistema Il de las plantas en

estudio mediante el uso de un fluorimetro PEA (Hansatech).

LUZ

Fotosistemalll

Fluorescencia

Figura 25.- Esquema de los posibles destinos de la energia luminica absorbida por el
fotosistema .

Las plantas fueron adaptadas a oscuridad durante 20 min. La medida de la
fluorescencia de la clorofila se realizé en hojas de varias plantas de A. thaliana
con el objeto de obtener los niveles basales de fluorescencia (Fo) mediante
excitacion con luz roja azul modulada a 800 Hz durante 2 s de iluminacién y los
niveles maximos de fluorescencia (Fm) inducidos por un pulso intenso de luz
blanca de 800 ms. La eficiencia de la energia de excitacion capturada por el

fotosistema Il fue calculada mediante la siguiente formula: (Fm—Fo)/Fm= Fv/Fm.
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E.9.- Tincion histoquimica para B-glucuronidasa (GUS).

El analisis histolégico de las lineas transgénicas de Arabidopsis con
construcciones del gen reportero uidA que expresa la enzima B-glucuronidasa
(GUS) bajo el control de los promotores de las TRXs f y mil, obtenidas
previamente en nuestro grupo de investigacion (De Dios Barajas-Lépez et. al.,
2007) y descritas en la figura 26, se llevd a cabo mediante tincion histoquimica
que reveld la presencia de la proteina GUS en los diferentes tejidos de la planta
(Weigel and Glazebrook, 2002) .

- 444 bp cus |PSTRXfT::GUS

- 1874 bp v Gus |PSTRXm17.:GUS

Figura 26.- Construcciones que portan la fusion traduccional de las secuencias
promotoras de las TRXs f y m1 de guisante (Barajas-Lopez et. al., 2007).

La composicion del tampon necesario para la tincion GUS se describe en la
tabla 9. Las plantas se sumergieron en el tampdn y sometieron a infiltracion por
vacio 3 veces durante 10 min, para después dejar las muestras incubando en la
solucion durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se decoloraron las
plantulas mediante sucesivos lavados en etanol al 70%, con el fin de eliminar la
clorofila dejando unica y exclusivamente la coloracion debida a la reaccion
enzimatica GUS sobre el sustrato X-GIcA. Las plantas transgénicas de A. thaliana

tratadas con esta tincidn se visualizaron en una lupa “AX-70" (Olympus).

Compuesto Concentracion final
Fosfato sédico pH 7.0 100 mM
X-GIcA 1 mg/mL
EDTA pH 8.0 1 mM
Ferricianida potasica (ll) 50 mM
Ferricianida potasica (lll) 50 mM
Tritéon X-100 1% (vIv)

Tabla 9.- Componentes de la tincion histoquimica GUS.
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E.10.- Medida del contenido en ROS.

E.10.1.- Determinacion in situ de perdxido de hidroégeno.

Para esta determinacion, 3-4 rosetas de plantas de A. thaliana de 25 dpg
se sumergieron en un tampdén Tris-acetato 50 mM a pH 50 y 3,3-
diamonobenzidina (DAB) a 1 mg/mL. Las muestras fueron infiltradas mediante la
aplicacién de vacio durante 5 min (3 veces), y preservadas de la luz en todo
momento. A continuacién se incubaron a 25 °C y en oscuridad durante 24 h. El
DAB reacciono con el H202 dando lugar a un producto de coloracidon marron rojizo
(Hernandez et al., 2001). Los restos de tampon fueron eliminados mediante varios
lavados con H20 destilada. Para eliminar las clorofilas las rosetas se incubaron a

37 °C en etanol al 70% hasta que todos los pigmentos fueron eliminados.

E.10.2.- Determinacion in situ del anidon superéxido.

Para esta determinacion 3-4 rosetas de plantas de 25 dias se sumergieron
en tampodn fosfato 50 mM a pH 7,5 y nitroazul de tetrazolio (Nitroblue tetrazolium,
NBT) al 0,2 % (p/v). Las muestras fueron infiltradas mediante 3 aplicaciones de
vacio durante 5 min, y preservadas de la luz en todo momento. A continuacion se
incubaron a 25 °C y en oscuridad durante 24 h. EI NBT reaccion6 con el Oz2dando
lugar a un precipitado azul oscuro (Maly et al., 1989). Los restos de tampon fueron
eliminados mediante varios lavados con H20 destilada. Las clorofilas se
eliminaron incubando a 37 °C en etanol al 70% hasta que todos los pigmentos

fueron eliminados.

F.- Seccion VI. Software informatico y recursos on-line.

F.1.- Software para analisis de acidos nucleicos y proteinas.

e Se utilizé el programa de software libre “PlasmaDNA” (Angers-Loustau et al.,
2007) para la comparacién y analisis de secuencias de ADN y proteinas y

disefio de oligonucledtidos.

e Para el tratamiento de los datos obtenidos de la PCR-cuantitativa se uso el
programa “iQ5 Optical System Software ®” (Bio-Rad).
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El software “Quantity One ®” (Bio-Rad) se empled para la observacion y
cuantificacion de las bandas correspondientes a los geles de agarosa, y las

bandas de las membranas obtenidas por western-blotting.

Para el analisis de geles bidimensionales se uso6 el programa “PDQuest 2-
D Analysis Software®” (Bio-Rad)

F.2.- Software para tratamiento de imagenes.

Para el tratamiento de imagenes y el calculo de areas fueron usados los

programas “Photoshop CS5®” (Adobe) e ImagedJ (imagej.nih.goV/ij/).

Para el analisis de imagenes obtenidas mediante microscopia confocal se

”

usé el programa de edicion de imagenes “Nikon EZ-C1 FreeViewer
(Nikon).

F.3.- Software para analisis de parametros fotosintéticos.

Los datos de fotosintesis neta (A) frente a PAR fueron analizados mediante
el programa Photosyn Assistant de la Universidad de Dundee (UK)

(www.ddsci.com). Este software permite estimar la eficiencia cuantica

aparente (@), el valor de fotosintesis neta maxima (Amax), €l punto de
compensacion de luz (I) y el punto estimado de saturacion por luz (Asat) y

la tasa de respiracién mitocondrial aparente (Rday).

F.4.- Recursos on-line utilizados.

Para las busquedas de bibliografia y de secuencias de genes y plasmidos

se utilizaron los motores de busqueda “Pubmed”, del “National Center for

Biotechnology Information” (NCBI) (www.ncbi.nim.nihgov/pubmed), y los
del  “European Molecular  Biology = Laboratory”  (EMBL-EBI)

www.ebi.ac.uk/embl/.

Las secuencias de los péptidos sefial conocidas de algunas TRXs se

obtuvieron de la base de datos de UNIPROT (http://www.uniprot.org/). Esta

misma pagina se usd para conocer el numero de identificacion de las

proteinas identificadas por espectrometria de masas.
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Para el mapeo completo de los locus en los que se encuentran integradas
las secuencias génicas de las TRXs asi como para localizar las distintas
inserciones (T-DNA) que se encuentran en los distintos mutantes de
insercion usados, se recurrié a las herramientas del portal The Arabidopsis

Information Resource, TAIR (www.arabidopsis.org).

Se utilizé la aplicacion PLACE (A Database of Plant Cis-Acting Regulatory
DNA Elements) www.dna.affrc.qo.jp/PLACE/ para la prediccion de

elementos reguladores de la transcripcion en las secuencias promotoras de
las TRXs.

Los datos de expresion génica de distintos genes fueron tomados del portal

de la Universidad de Toronto (http://bar.utoronto.ca). En concreto gracias a

la aplicacion de bioinformatica  Classification  Super  Viewer

http://bar.utoronto.ca/ntools/cqi-bin/ntools classification superviewer.cqi.
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lll.- OBJETIVOS






Objetivos

Los estudios previos indican que las TRXs plastidicas se localizan en
organos y tejidos no verdes, cumpliendo funciones no relacionadas con la
fotosintesis pero de gran importancia fisioldgica para las plantas. Las familias f y
m suponen un paradigma dentro de esta linea de investigacion suponiendo un
desafio de interés el determinar si existen roles especificos para cada una de sus
isoformas dentro de la planta o desempafian funciones redundantes. En base a

ello se plantean los siguientes objetivos:

1. Analizar el patron de expresion génica y proteica de las TRXs tipo fy m de

A. thaliana en distintas regiones de su anatomia.

2. Estudio de las regiones reguladoras aguas arriba de los genes codificantes
de las TRXs f y m de Arabidopsis. Localizacion in vivo de cada isoforma en

distintos 6rganos de la planta.

3. Expresion de las formas recombinantes purificadas de las TRXs f y m de
A. thaliana. Estudio in vitro de sus caracteristicas funcionales. Busqueda

de proteinas diana en 6rganos no fotosintéticos.

4. Aislamiento de lineas mutantes con pérdida de funcion para cada una de
las TRXs f y m de A. thaliana. Busqueda de nuevas funciones especificas
para las distintas isoformas de las TRXs f y m de A. thaliana, mediante la

caracterizacion fisiolégica, bioquimica y protedmica.

5. Estudio de la respuesta de las TRXs f y m frente la salinidad durante el

estadio post-germinativo de las plantulas.
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IV.- RESULTADOS






Resultados

A.- Expresion y localizacion de TRXs f y m de
Arabidopsis.

A.l.- Expresion génica en diferentes 6rganos.

El analisis de la expresion de los genes AtTRXf1, f2, m1, m2, m3 y m4 en
cotiledones, plantulas, raices, rosetas, flores, tallos y silicuas de A. thaliana se
llevé a cabo usando la técnica de RT-gPCR. Las muestras de cotiledén procedian
de plantulas de 3 dpg, mientras que las raices se tomaron de plantas de 10 dpg,
en ambos casos de cultivos in vitro en medio MS y en condiciones de dia largo. El
resto de 6rganos fueron recolectados de plantas de 25 dpg cultivadas en tierra en
condiciones de dia largo. Los valores de expresion relativa obtenidos se

representan en la figura 27.

Los niveles de expresion de AtTRXf1 y AtTRXf2 fueron significativamente
inferiores a los obtenidos para las TRXs de tipo m (con excepcion de los
encontrados en cotiledon), destacando los mayores niveles de transcritos
observados en érganos fotosintéticos y la baja acumulacién de ARNm en raices,

flores y silicuas.

En cuanto a los patrones de expresion de las TRXs m, se aprecié una
mayor acumulacion de mensajero de AtTRXm1 en cotiledones, hojas de roseta y
tallo, seguida por AtTRXm2 y AtTRXm4. Los niveles de transcrito de AtTRXm3
fueron los mas bajos entre todas las isoformas estudiadas. En los 6rganos no
fotosintéticos AtTRXm1 mostr6 mayores niveles de ARNm que AtTRXm2,
AtTRXm3 y AtTRXm4, esta ultima con los valores mas bajos entre todas las TRXs

m.

A.2.- Estudio “in silico” del contenido de proteinas en distintos 6rganos.

El analisis bioinformatico del contenido de TRXs f y m en distintos 6rganos
de A. thaliana se realiz6 utilizando la base de datos PaxDB (Wang et al., 2012),
que proporciono datos cuantitativos correspondientes a las distintas isoformas en
cotiledon, raiz, roseta, tallo, flores y silicua (Figura 28).
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Figura 27.- Arriba, expresion de los genes codificantes para AtTRXs f y m de A. thaliana
en distintos érganos. Los analisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando
como molde ADNCc retrotranscrito de muestras de ARN aislado de los cotiledones, raices,
roseta, tallo, flores y silicuas. Los niveles de transcripcion son el resultado de tres
experimentos independientes y se normalizaron por el método 2-AACT. Para relativizar
los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtTRXfl en cotiledones. Abajo,

gréficos sectoriales donde se representa, para cada érgano analizado, los porcentajes
proporcionales correspondientes a cada gen respecto de la expresion relativa total.
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Las isoformas de TRXs f y m se encuentran presentes en la mayoria de los
organos analizados, con la excepcion de TRX m3, donde no fue posible localizarla
ni en tallo ni en silicua, quizas, en parte, debido a la baja expresién de esta
isoforma. Comparando los perfiles de acumulacién de ARNm y de proteina para
las TRXs f, se pueden observar diferencias en ambas graficas que sugieren un
control a nivel post-transcripcional en la expresién de las mismas, siendo TRXf1
mas expresada a nivel proteico que TRXf2 (aprox. el doble). Mediante un analisis
comparativo similar con las TRXs m se llegé a la misma conclusidén que para las
TRXs f: el contenido final de TRXs plastidiales podria depender tanto de los
niveles de transcrito para las mismas como de posibles eventos de regulacién

post-transcripcional (o traduccional).

Se puede apreciar como el contenido proteico de las distintas TRXs f y m
sequiria el siguiente orden cuantitativo: TRX m1> TRX m4> TRX m2> TRX f1>
TRX f2> TRX m3. El contenido en raiz parece similar para TRXs m1, m2 y m3,
que a su vez es 4-6 o 10-15 veces superior a los de las TRXs f 0oTRX m4,

respectivamente.

Como podria esperarse, el mayor contenido se da en hojas de roseta y en
tallo, con la excepcion de las isoforma TRX m3, mas expresada en raiz que en
organos fotosintéticos. El perfil proteico en cotiledones, roseta y tallo parece seguir
un patrén constante con un contenido similar de TRX m1, m2 y m4. Sin embargo,
este patrén cambia en flores, con un mayor contenido de TRX m1l y en silicuas,
donde el contenido de TRX m4 destaca sobre las demas isoformas mayoritarias
(TRX m1y m2).

A.3.- Busqueda de motivos reguladores en las secuencias promotoras.

El analisis de las secuencias promotoras de las TRXs f y m de A. thaliana
fue realizado mediante el uso de la base de datos PLACE (Higo et al., 1999).
Mediante esta busqueda se identificaron 35 motivos reguladores distintos, los
cuales se agruparon en base a las funciones o localizaciones descritas para ellos
en organos heterotréficos (raices y flores), en procesos fisiolégicos relacionados
con el metabolismo del carbono, la regulacion dependiente de la luz, el desarrollo
de las semillas/germinacion y la respuesta a estrés abidtico.
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Figura 28.- Arriba, cuantificacion de TRXs f y m en distintos érganos de A. thaliana
(cotiledones, raiz, roseta, tallo, flores y silicuas) expresado como abundancia de proteina
en partes por millén (ppm), usando los datos suministrados por PaxDB (Wang et al.,
2012)(Wang et al., 2012)(Wang et al., 2012). Abajo, graficos sectoriales donde se
representa, para cada tejido analizado, los porcentajes correspondientes
proporcionalmente a cada proteina respecto del total de proteina cuantificada.
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La localizacion de dichos elementos dentro de las correspondientes
secuencias promotoras se muestra como contenido suplementario en el Capitulo

de Apéndices (Figura S1).

El resultado de esta busqueda mostré la existencia de elementos
reguladores relacionados con la respuesta a estrés (1), la regulacion por luz (2),
la expresién en raiz (3), el metabolismo del C (4), la embriogénesis (5) y la
expresion en flores (6). En la tabla 10 se resumen los elementos encontrados en

cada promotor y se indican sus secuencias consenso.
(1) Respuesta a estrés

- La secuencia TAAAGSTKST1 se relaciona con la activacion de un canal
i6nico para K* denominado KST1, localizado en células guarda en S.
tuberosum. A este elemento se unen factores de transcripcion de la familia
Dof (Plesch et al., 2001). El elemento PREARPRODH es una secuencia de
6 pb descrita en el promotor del gen de la prolina deshidrogenasa (ProDH)
de A. thaliana, implicada en la induccion de la expresién génica en
respuesta a procesos de hipo-osmolaridad por deficiencia de prolina en el
medio (Satoh et al., 2004). MYB1AT y MYBST1 son elementos reguladores
de respuesta a estrés hidrico a los que se unen factores de transcripcion
de la familia MYB (Baranowskij et al., 1994). Aparecieron otros elementos
relacionado con la expresion de genes de soja inducibles por calor que
codifican para chaperonas CCAATBOX1, RAV1AAT, OBP1ATGST6 y
ACGTATERD1. CCAATBOX1 (CCAAT) (Rieping and Schoffl, 1992);
RAV1AAT (CAACA) es un motivo relacionado con los factores de
transcripcion RAV de A. thaliana e implicado en mecanismos de regulacion
de respuesta a sequia y sales (Fu et al., 2014); OBP1ATGST6
(TACACTTTTGG) se esta en la region reguladora de diferentes isoformas
de la glutation S-transferasa (GST) que participan la detoxificacion de
xenobiodticos y la proteccion de contra el daio oxidativo (Chen et al., 1996);
y ACGTATERD1 (ACGT) se describié en el promotor del gen erd1 de
A.thaliana y se encuentra implicado en procesos de respuesta a

deshidratacion y a etiolacion (Simpson et al., 2003).
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(-)10PEHVPSBD TATTCT S000392 0 O O 0 1 0
ACGTABOX TACGTA S000130 0 2 1 0 0 0
ACGTATERD1 ACGT S000415 0 3 2 1 2 3
AMYBOX1 TAACAAA S000020 1 O O 1 1 0
AMYBOX2 TATCCAT S000021 0 1 0 0 0 0
BOXCPSAS1 CTCCCAC S000226 0 1 0 0 0 0
CAATBOX1 CAAT S000028 4 6 8 9 7 6
CCA1ATLHCBA1 AAAAATCT S000149 0 O O 2 0 0
CCAATBOX1 CCAAT §000030 1 0 3 3 3 2
CGACGOSAMY3 CGACG S000205 O 1 0 0 0 0
DOFCOREZM AAAG S000265 8 8 4 4 4 8
EVENINGAT AAAATATCT S000386 0 O O 1 0 1
GATABOX GATA S000039 5 3 7 3 2 4
GT1CONSENSUS GAAAAA S000198 3 O 1 2 1 2
GTGANTG10 GTGA S000378 0 1 4 2 3 4
IBOXCORE GATAA S000199 3 2 2 0 0 1
MYB1AT AAACCA /TAACCA | S000408 0 1 3 0 6 1
MYBATRD22 CTAACCA S000175 0 O O 0 0 1
MYBST1 GGATA S000180 1 1 2 1 0 1
OBP1ATGST6 TACACTTTTGG S000305 1 0 O 0 0 0
OSE1ROOTNODULE AAAGAT S000467 0 1 0 0 1 1
OSE2ROOTNODULE CTCTT S000468 1 0 2 1 2 1
POLASIG1 AATAAA S000080 3 1 0 1 4 0
POLASIG2 AATTAAA S000081 1 1 1 1 0 0
POLASIG3 AATAAT S000088 2 0 2 1 2 0
POLLEN1LELAT52 AGAAA S000245 7 3 6 6 4 2
RAV1AAT CAACA sS000314 1 3 2 1 0 1
RBCSCONSENSUS AATCCAA S000127 2 0 2 0 0 0
RYREPEATVFLEB4 CATGCATG sS000102 1 0 O 0 0 0
ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT S000098 1 3 2 4 3 1
SEF4AMOTIFGM7S ATTTTTA/GTTTTTG | S000103 @ 2 1 1 3 1 0
TAAAGSTKST1 TAAAG S000387 0 2 1 1 1 1
TBOXATGAPB ACTTTG S000383 0 2 O 2 0 1
WBOXHVISO1 TGACT S000442 1 1 0 3 2 1
WUSATAg TTAATGG 5000433 0 O 1 0 0 1

f1

f2 ml1 m2 m3 m4

Tabla 10.- Nombre, secuencia de nucleétidos y numeros de identificacion y de
repeticiones de los motivos reguladores hallados en las secuencias reguladoras de los
genes codificantes de TRXs fy m de A. thaliana mediante la herramienta de bioinformatica
PLACE.
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Resultados

(2) Regulacién por luz

- Destaca un significativo numero deelementos descritos en regiones
reguladoras de genes modulados por luz. Es el caso de BOXCPSAS1
(CTCCCAC), presente en promotores de los genes de la asparagina
sintetasa AS1y AS2 (Ngai et al., 1997); TBOXATGAPB (ACTTTG) descrito
en el promotor del gen que codifica para la subunidad B de la GADPH
(Chan et al.,, 2001); y RBCSCONSENSUS (AATCCAA), asociado al

promotor del gen regulado por luz rbcS-1a (Donald and Cashmore, 1990).

- Se identificaron elementos reguladores de genes relacionadas con los
fotosistemas. Es el caso de CCA1ATLHCB1 (AAAAATCT), descrito en la
region promotora del gen Lhcbl (Light-harvesting chlorophyll a/b) y
asociado al factor de transcripcion CCA1 y fotocromos (Wang et al., 1997);
-10PEHVPSBD (TATTCT), localizado en el gen plastidial psbD que codifica
para la proteina D2 (Thum et al., 2001); GATABOX (GATA), un motivo
altamente conservado en promotores de proteinas de union a clorofila (Lam
and Chua, 1989); IBOXCORE (GATAA), secuencias consenso descritas en
los promotores de genes regulados por luz en dicotiledoneas vy
monocotiledéneas (Terzaghi and Cashmore, 1995); GT1CONSENSUS
(GAAAAA),sitio de union a factores de transcripciéon del tipo GT-1
implicados en la expresion génica en organos fotosintéticos (Villain et al.,
1996); y EVENINGAT (AAAATATCT), también llamado "Evening Element
motif” y relacionado conel control circadiano de la expresion génica (Harmer
et al., 2000; Rawat et al., 2005).

(3) Expresién en raices

- Se identificaron varios elementos implicados en la expresién en raices
tales como WUSATAg (TTAATGG), presente en el promotor del gen que
codifica para la proteina WUS de A. thaliana y que desempefia un papel
importante en la diferenciacion de las células de los meristemos apicales
de la raiz o del tallo (Kamiya et al., 2003); OSE2ROOTNODULE (CTCTT)
y OSE1TROOTNODULE (AAAGAT), elementos especialmente activos en

células de la raiz de plantas infectadas por bacterias fijadoras de nitrégeno
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(Vieweg et al., 2004); y ROOTMOTIFTAPOX1 (ATATT), un motivo presente
en el promotor del gen rolD de A. rhizogenes, un transgen que, al insertarse
en el genoma de la planta, induce el desarrollo de la raiz en beneficio de la
bacteria (Elmayan and Tepfer, 1995; Altamura, 2004).

(4) Metabolismo del C

- También el analisis revel6 secuencias presentes en promotores de genes
relacionados con el metabolismo del C. Asi, se encontraron motivos
comunes en oa-amilasa como AMYBOX1 (TAACAAA), AMYBOX2
(TATCCAT) y CGACGOSAMY3 (CGACG) que aparecen en los genes de
a-amilasas de arroz, y analogos en cebada y trigo, donde juegan un papel
clave en la produccién de azucar a partir del almidon almacenado en el

grano (Huang et al., 1990; Hwang et al., 1998).

- Otro elemento regulador presente en las vias de asimilacién de azucares

es WBOXHVISO1(TGACT), denominado también SURE, y descrito por
primera vez en el promotor de la patatina (Sun et al., 2003). Por ultimo, se
encontraron multiples repeticiones de DOFCOREZM (AAAG), secuencia
consenso de reconocimiento dela familia de factores de transcripcion DOF
relacionadas, entre otros procesos, con el metabolismo del C (Yanagisawa
and Schmidt, 1999; Yanagisawa, 2000).

(5) Embriogénesis

- Asimismo, se evidencio la presencia de numerosos elementos presentes
en genes involucrados en la formacion y desarrollo de la semilla:
ACGTABOX (TACGTA), que actua en cis como activador transcripcional
del gen RITA-1, altamente expresado durante el desarrollo de la semilla
(Izawa et al.,, 1994); POLASIG1 (AATAAA), POLASIG2 (AATTAAA) y
POLASIG3(AATAAT), motivos encontrados en promotores de genes que
codifican para las distintas isoenzimas de a-amilasa implicadas en la
germinaciéon de semillas de arroz (Joshi, 1987; O'Neill et al., 1990);
SEFAMOTIFGM7S (ATTTTTA-GTTTTTG), secuencia reconocida por el

factor de transcripcion SEF3, cuya actividad se relaciona con la expresion

de B-conglicinina en los embriones de soja (Allen et al., 1989); y
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CAATBOX1 (CAAT) encontrado en el promotor del gen LegA que codifica
para una proteina importante de almacenamiento de semillas durante la

maduracion de los cotiledones (Shirsat et al., 1989).
(6) Expresion en flores

- Por ultimo, se hallaron motivos reguladores relacionados con la expresion
génica especifica de inflorescencias: RYREPEATVFLEB4 (CATGCATG),
que regula negativamente al gen AtHsp90-1 en granos de polen maduros
(Haralampidis et al., 2002); GTGANTG10 (GTGA) presente en la secuencia
promotora del gen g10 en tabaco, que se expresa preferentemente en
polen maduro y en las anteras maduras (Rogers et al.,, 2001);y
POLLEN1LELATS52 (AGAAA), elemento regulador de la expresion de la
endo-B-mananasa LeMANS, gen cuya localizacion se ha observado en las

anteras y el polen de tomate (Filichkin et al., 2004).

A.4.- Localizacion en tejidos y 6rganos.

Se disenaron oligonucleotidos especificos que permitieron la amplificacion
mediante PCR de los genes AtTRXf1, f2 y m1, m2, m3 y m4, y la zona proximal
de sus secuencias reguladoras, 1000 pb aguas arriba del punto del inicio de la
transcripcion. Mediante el sistema Gateway® dichos fragmentos fueron
fusionados al gen codificante para la proteina GFP en el vector pGWB4 (figura
15). A cada una ellas se le denomin6é en funcion del fragmento fusionado,
obteniéndose las construcciones f1::GFP, f2::GFP, m1::GFP, m2::GFP:: GFP,
m3::GFP y m4::GFP.

¢ — GFP T huB2d—

Figura 29.- Estructura general de las construcciones que portan la fusion traduccional de
las secuencias promotoras mas los genes codificantes de las TRXs f y m de A. thaliana.
AttB1 y AttB2: regiones de recombinacion para la subclonacién; P: regién promotora de
cada gen; TRXs: secuencias génicas correspondientes a los genes AtTRXf1, AtTRXf2,
AtTRXm1, AtTRXm2, AtTRXm3 y AtTRXm4.
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Posteriormente, con las construcciones generadas se transformaron plantas
de A. thaliana (ecotipo Col0) y se obtuvieron semillas transgénicas que fueron
seleccionadas hasta la obtencion de las correspondientes lineas homocigotas.
Para cada construccion se seleccionaron solo las lineas con una unica insercion
de T-DNA (seleccionando las lineas que presentaron los porcentajes de
segregacion correspondientes en medio selectivo con kanamicina) y se continué
el estudio con una de las lineas homocigotas que mostraron repetitividad en el
patrén de expresion en observaciones al microscopio confocal. Estas lineas se
denominaron de igual forma que las construcciones con las que fueron

transformadas.

Mediante la técnica de western-blotting, y usando el anticuerpo especifico
GFP que reconocia a la proteina del mismo nombre, se comprobd que las lineas
homocigotas seleccionadas contenian las correspondientes proteinas quimeéricas
tras la inmunolocalizacién de banda de unos 39 kDa, tal y como se muestra en la

figura 30.

GFP - sy W N G S e -39 kDa

Figura 30.- Inmunodeteccién por western-blotting de las proteinas de fusién en las
distintas lineas transgénicas f1::GFP, f2::GFP, m1::GFP, m2::GFP:: m3::GFP y m4::GFP,
utilizando el anticuerpo anti GFP. La proteina soluble se extrajo de hojas de roseta de
cada una de las lineas transgénicas obtenidas, se cuantifico y se analizé utilizando 40 pg.
Como control de carga se muestra la banda correspondiente a la subunidad mayor de la
RUBISCO tefiida con solucién de rojo Ponceau.

Para la observacion con el microscopio confocal de cotiledones, hipocotilos
y radiculas se tomaron plantulas de 2-3 dpg cultivadas en medio 0,5x MS. En el
caso de raices maduras, éstas se tomaron de plantas de 10 dpg cultivadas en las
mismas condiciones. Las flores y semillas observadas procedieron de plantas

maduras cultivadas en tierra bajo condiciones de dia largo.
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A.4.1.- Localizacion de TRXsf.

La correcta expresion de las fusiones traduccionales TRXf1::GFP vy

TRXf2::GFP se confirmé mediante la observacion de la sefial GFP en cloroplastos
de células del mesdfilo esponjoso de hojas de roseta. En las figuras 31A y 32A se
muestra claramente la localizacion cloroplastidica para ambas TRXs. Sin
embargo, a diferencia de TRXf1::GFP, habria que destacar la sorprendente
localizacion dual cloroplasto-citosol de la fusion TRXf2::GFP, no descrita
anteriormente en la bibliografia. De la misma forma que en el mesofilo, en el tejido
de la epidermis se confirmoé la presencia de ambas isoformas en cloroplastos de
las células guarda de los estomas (Figuras 31B y 32B). En plantulas de
Arabidopsis de 10 dpg, cultivadas in vitro, se aprecio sefal de fluorescencia en el
hipocotilo y en la radicula, que si bien estaban expuestas a luz durante el ciclo de
crecimiento, ya que el medio MS sdlido es translucido, no se estimuld la

fotomorfogénesis de plastidios fotosintéticos (Figuras 31C y 32C).

Ademas de en d6rganos fotosintéticos, la presencia de estas proteinas se
confirmd en érganos heterotroficos como las raices y las inflorescencias y en las
semillas en desarrollo. En raices habria que destacar el diferente patron de
localizacion que mostraron las distintas isoformas estudiadas (Figuras 31D y 32D).
Mientras que la sefial de TRXf1l::GFP aparecia principalmente en la zona de
division de la raiz, TRXf2::GFP se encontraba principalmente expresada en la

zona de elongacidn, fuera de la zona meristematica con una activa divisién celular.

De la observacion de las flores (Figuras 31G y 32G) se constatd la
presencia de ambas isoformas en estos érganos reproductores. La sefial de
TRXf1::GFP aparecio en estambres (en filamentos y anteras) y en el estigma. A
diferencia de TRXf1::GFP, la presencia en sépalos de TRXf2::GFP se pudo
observar a nivel de vasos conductores y en la regidén periférica, mientras que en
los pétalos (Figuras 31E y 32E) la sefal de fluorescencia se limitd a la parte que

estaba en contacto con el receptaculo de la flor.

En silicuas se aprecio una distribucion homogénea de ambas TRXs f en las
valvas (carpelos), siendo aparentemente mas intensa en la parte del estigma,
posiblemente debido a la presencia de granos de polen adheridos, los cuales

tienen la particularidad de emitir fluorescencia inespecifica proveniente de

|
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compuestos de la pared del mismo (Figuras 31H y 32H). Dentro de las silicuas,
las semillas en desarrollo en los estadios linear y globular mostraron un patrén
general de expresion tanto para TRXf1l::GFP como para TRXf2::GFP,

respectivamente (Figuras 311y 32I).

f1::GFP

Figura 31.- Localizacibn mediante microscopia confocal de la proteina de fusion
AtTRXf1::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de
hojas de roseta de 25 dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células
guarda estomaticas (B, flechas), region del hipocotilo (C) y region apical de la raiz (D).
Escala de las barras: B= 30 pm; A =50 um; Cy D = 100 pm.
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f1::GFP

Figura 31 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRXf1::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: sépalo (E);
diseccién en la que se muestra estigma, estilo, ovario y pétalos (F); flor completa, con
detalle de estigma (G, flecha); parte apical de silicua (H), semilla con embrién en estado
de desarrollo temprano de cotiledon lineal (I). Escala de las barras: | =50 um; E, FGyH
=500 pm.
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f2::GFP

200

Figura 32.- Localizacibn mediante microscopia confocal de la proteina de fusion
AtTRXf2::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de
hojas de roseta de 25 dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células
guarda estométicas (B, flechas), region del hipocotilo (C) y regién apical de la raiz (D).
Escala de las barras: B =30 pum; A= 50 um; D =200 pum; C = 500 pm.
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f2::GFP

Figura 32 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRXf2::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: flor completa,
con detalle de 6vulo (E, flechas); sépalo (F); pétalo (G); parte apical de silicua (H) y semilla
(). Escala de las barras: | = 200 pm; E = 300 um; F, G y H = 500 pm.
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A.4.2.- Localizacion de TRXsm.

Las imagenes capturadas con el microscopio confocal de las lineas con las

construcciones TRXm::GFP confirmaron la presencia de TRXs m en los
cloroplastos del mesofilo de la hoja (Figuras 33A, 34A, 35A y 36A). Esta misma
observacion se realizé en los cloroplastos de las células guarda de los estomas,
como se muestra en las figuras 33B, 34B, 35A y 36B. A pesar de la baja expresion
de TRXm3 en érganos fotosintéticos, la sefial emitida por TRXm3::GFP, al igual
que para TRXm2::GFP, fue perfectamente observable en los cotiledones de
plantulas de 10 dpg (Figuras 34B y 35C).

Del mismo modo que para las TRXs f, la expresidon de las TRXs m también
se localizo en tejidos de 6rganos no fotosintéticos como flores, semillas, silicuas y

raices.

En plantas maduras de 25 dpg se visualizé fluorescencia en las flores de
las lineas m1::GFP (Figura 33E), m2::GFP (Figuras 34Cy 34D) y m3::GFP (Figura
35F). Esta sefal resultd mas intensa en las células germinales periféricas de la
antera que en filamentos para las lineas m2::GFP y m3::GFP, mientras que en las
lineas m1::GFP y m4:GFP esta sefial fue mas homogénea en estambres. Asi
mismo, se constatd la presencia en sépalos y pétalos en las lineas m1::GFP
(Figuras 33C y 33D), m3::GFP (Figuras 35G y 35H) y m4::GFP (Figuras 36C y
36D). Mientras que la fusién TRXm1::GFP emitié una sefial homogénea y de poca
intensad en las partes vegetativas de la flor,la sefal procedente de TRXm3:GFP
destacd en haces vasculares y la de TRXm4::GFP se observé principalmente en
la parte distal de los sépalos y en la zona de insercidn de los sépalos al receptaculo

de la flor.

En semillas pudo observarse sefal TRXm::GFP en distintos momentos del
desarrollo. En los estadios iniciales, la sefial emitida por TRXm1::GFP se localizé
en la zona que limita la gran vacuola central y no estaba asociada a la presencia
de clorofila (Figura 33H). En el estadio “torpedo”, TRXm2::GFP se expresaba por
toda la semilla, tanto en embrién como en endospermo (Figura 34G). Por ultimo,
tanto TRXm3::GFP como TRXm4::GFP mostraron su expresion en el embrién de
semillas en estadio “corazon” y en el resto de tejidos no embrionarios de la semilla

en desarrollo (Figuras 35J, 36G, 36H). Ademas, se observd sefial de
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TRXm4::GFP en embrién en fase de “cotiledon linear”, cuando se inicia la
acumulacién de clorofila en los cotiledones y en el eje embrionario, co-localizando

este pigmento con la sefial GFP (Figura 36l).

En las valvas de las silicuas (con capacidad fotosintética), la sefal de las
fusiones TRXm::GFP se encontr6é uniformemente distribuida (Figuras 33F, 33G,
34E, 34F, 35l y 36F)., siendo especialmente intensa en la zona apical de la misma
(estigma del pistilo), aunque la especificidad de esta emisién de fluorescencia

habria que cuestionarla por la razén ya mencionada anteriormente para el polen.

A nivel de raices, se hall6 sefial de TRXm1::GFP en la epidermis y la
columnela del meristemo apical (Figura 33l). La fluorescencia de TRXm2::GFP se
aprecio en meristemos, tanto primarios como secundarios (Figuras 34H y 34C) y
en tejidos de la zona madura de la raiz como el cortex y el cilindro vascular central.
El patrén de localizacion en raiz deTRXm3::GFP y TRXm4::GFP fue muy similar
al de TRXm2::GFP, especialmente el de TRXm3::GFP, destacando, a diferencia
de las dos anteriores, la intensa sefial de TRXm4::GFP en el cilindro vascular
(Figuras 36H, 36E y 36K).
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m1::GFP

Figura 33.- Localizacién mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRX
m1::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de
roseta de 25 dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda
estométicas (B); sépalos (C); pétalos (D) y flamento y antera (E). Escala de las barras: A
yB=50um; C, Dy E =500 pm.
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m1::GFP

Figura 33 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRX m1::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte basal
(F) y apical (G) de la silicua; semilla madura, con embrién en su interior (H) y region apical
de la raiz (). Escala de las barras: 50 um (H, I) y 500 um (G, F).
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m2::GFP

Figura 34.- Localizacibn mediante microscopia confocal de la proteina de fusién
AtTRXm2::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de
hojas de roseta de 25 dias de desarrollo y detalle indicando cloroplastos de células guarda
estomaticas (A, flechas); cotileddn (B); antera y filamento (C) y detalle de antera (D).
Escala de las barras: A =50 pm; D =100 ym; B = 200 pm; C = 500 pm.
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m2::GFP

Figura 34 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRXm2::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte apical
(E) y basal (F) de la silicua; semillas maduras, con embriéon en su interior (G); raiz
secundaria (H) y raiz principal (I). Escala de las barras: He | = 100 um; E, Fy G = 500
pm.
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m3::GFP

Figura 35.- Localizacién mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRX
m3::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de
roseta de 25 dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda
estomaticas (B); cotiledones (C) zona de hipocotilo y radicula (D) de plantulas y region
media de la raiz (E). Escala de las barras: B =30 um; Ay E =50 um; D = 300 um;C= 500
pm.
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m3::GFP

Figura 35 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRXm3::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: antera y
filamento (F); sépalo (G); pétalo (H); parte apical de silicua, mostrando semillas inmaduras
a través de las valvas (1) y semillas maduras, con embrién en su interior (J). Escala de las
barras: J = 200 pm;F, G, H e | =500 pm.
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m4::GFP

Figura 36.- Localizacibn mediante microscopia confocal de la proteina de fusién
AtTRXm4::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de
hojas de roseta de 25 dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células
guarda estomaticas (B); sépalos (C); pétalos (D) y detalle de antera y filamento (E). Escala
de las barras: Ay B =50 um; E =100 um; C y D = 500 pm.
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m4::GFP

Figura 36 (continuacion).- Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de
fusion AtTRX m4::GFP en la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte basal
de la silicua (F); semilla madura (G); embriones en estadio corazén (H) y estadio maduro
(I); detalle de zona de elongacion de la raiz (J) y apice de la misma (K). Escala de las
barras: He 1 =100 um (H, I); E, Fy G = 500 pum.
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AtTRXm3::GFP AtTRXm2::GFP AtTRXm1::GFP

AtTRXm4::GFP

Figura 37.- Localizacion mediante microscopia confocal de las proteinas de
fusionAtTRXm1::GFP, AtTTRXm2::GFP, AtTRXm3::GFP y AtTRXm4::GFP en raices de 10
dias, después de germinacion procedentes de lineas transgénicas de A.thaliana. De
forma previa a su analisis, las raices fueron tratadas con ioduro de propidio durante 5
minutos. Parte media (A, C, E, G) y parte apical (B, D, F y H). Escala de las barras: 200
pm.
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B.- Estudios in vitro con las formas purificadas de las
TRXs fy m de Arabidopsis.

B.1.- Expresion y purificacion de TRXs recombinantes.

Las secuencias codificantes de las TRXs f y m se obtuvieron a partir del
material muestreado de hojas de roseta de plantas de A. thaliana. Tras la
clonacion en el vector de expresion pET28b y una vez confirmada la ausencia de
mutaciones en la secuencia de los marcos abiertos de lectura (sin el péptido
sefnal), se procedid a la expresion heteréloga en E. coli BL21 y a la posterior

purificacion por cromatografia de afinidad de las TRXs fy m.

Las TRXs purificadas no mostraron la presencia de proteinas
contaminantes después de migrarlas en un gel SDS-PAGE y tedirlas con

Coomassie (Figura 38).
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Figura 38.- Electroforesis SDS-PAGE (15% acrilamida) de las TRXs purificadas. Para la
tincion de las proteinas se emple6 el azul Coomasie.

La actividad redox de las TRXs recombinantes purificadas fue confirmada
mediante ensayo de reduccion de insulina (Figura 39). En dicho ensayo se
observo que la actividad reductasa de las TRXs m4 y m2 fue claramente superior
ala de las TRXs f1, f2 y ml. La actividad de TRXm3 fue significativamente mas

baja que la del resto de TRXs.
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Figura 39.- Ensayo turbidimétrico de reduccion de insulina por las TRXs recombinantes
purificadas. Se muestra el incremento de densidad éptica (D.O.) a 600 nm registrados a
lo largo del tiempo (min.) debido a la precipitacion de la insulina.

B.2.- Inmunodeteccién de las proteinas recombinantes purificadas.

Para analizar el grado de reconocimiento de los anticuerpos policlonales
anti-PsTRX f y m de guisante, generados en un trabajo anterior (Barajas-Lopez et
al., 2007), se llevé a cabo un ensayo de dot-blotting con las distintas TRXs
purificadas de Arabidopsis (Figura 40). En este ensayo se observé una mejor
inmunodeteccidn con el anticuerpo anti-PsTRX f de la proteina AtTRX f2 que dela
proteina AtTRX f1; sin embargo, y como se puede apreciar en la misma figura,
estos anticuerpos fueron sensiblemente menos eficaces en el reconocimiento de
las TRXs f de Arabidopsis.

La misma clase de ensayo fue realizado con las isoformas purificadas de
AtTRXm2 y AtTRXm4, poniendo en evidencia la discriminacion en el

reconocimiento de las TRX m de guisante versus las de Arabidopsis.

Estos analisis demostraron que los anticuerpos anti-PsTRX f y m, ademas
de la inespecificidad en el reconocimiento de las distintas isoformas, tenian una
menor afinidad antigénica, por lo que fueron descartados para su uso en

Arabidopsis para analisis de expresion proteica.
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Figura 40.- Inmunodeteccion de las TRXs recombinantes purificadas usando los
anticuerpos TRX fy TRX ml de guisante. Se ensayaron cantidades crecientes (en ng) de
proteina. Como control se usaron las formas purificadas de PSTRX fy PSTRXm1.

B.3.- Especificidad funcional de las TRXs f y m de Arabidopsis en la
activacion redox de la FBPasa.

Con objeto de determinar la especificidad funcional de las TRXs fy m en la
activacion de la isoforma de FBPasa que participa en el ciclo de Calvin (cFBP1),
cuya reduccidon del puente disulfuro regulador provoca un incremento de la
actividad a bajas concentraciones de Mg?* (Figura 41A), se llevaron a cabo
ensayos de activacion con las TRXs recombinantes purificadas. La isoforma
cFBP1 de las especies Arabidopsis y guisante, que fue también fueron
expresadas mediante el vector pET28b y purificadas de manera similar a las
TRXs, se encontraban disponibles en nuestro grupo de investigacion y fueron

utilizadas en ensayos de activacion con las TRXs de Arabidopsis.

Debido a su distinta movilidad electroforética, los estados reducido y
oxidado de cFBP1 pueden diferenciarse facilmente en un gel SDS-PAGE en

condiciones no reductoras.
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Figura 41.- Especificidad en la activacion redox de la FBPasa mediada por las TRXs fy
m de A. thaliana. (A) Diferencias en la movilidad electroforética de las formas reducida y
oxidada de la FBPasa en ensayos de reduccién con DTT. (B) Andlisis comparativo de la
capacidad reductora de cFBP1 de las isoformas TRX f1 y f2. (C) Eficiencia relativa de las
distintas isoformas de las TRXs f y m en la reduccién de la FBPasa. Los valores indicados
en la parte superior del panel B se refieren a las concentraciones en uM de la cantidad de
TRX utilizada en los ensayos de reduccion.

En la figura 41A se identifican los estados redox correspondientes a las dos
bandas detectadas mediante western-blotting en un ensayo de reduccion
dependiente de DTT, siendo la forma oxidada del polipéptido la de mayor
movilidad electroforética. Las figuras 41B y C y 42 muestran la especificidad de la
activacion redox mediada por TRX f1 o TRX f2 en presencia de 0,1 mM DTT. La
maxima activacion de la FBPasa se alcanzé a una concentracion de 1 uM de TRX
f. Aunque las curvas de activacion con ambas TRXs f fueron similares, pueden
apreciarse diferencias significativas en el grado de activacion (tanto en ensayos
de western-blotting como de actividad) a concentraciones del orden de 120 nM,
mostrando TRX f2 una mayor eficiencia que TRX f1. En los tiempos de ensayos
utilizados, esta concentracion de DTT fue insuficiente por si misma para reducir a
la FBPasa. El analisis de la capacidad de activacion por TRXs m mostré que las
TRXs ml y m2 eran las mas eficientes en la reduccién, seguidas por TRX m4
(Figuras 41C).
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Figura 42.- Activacion de la FBPasa por TRXs plastidiales. (A) Curva de activacion de
cFBP1 por concentraciones crecientes de TRX f1y f2. (B) Actividad relativa de la FBPasa
de A. thaliana en ensayos de activacion con las diferentes TRXs f y m. (C) El mismo
ensayo en que B con la FBPasa de guisante. Los ensayos de A y B se llevaron a cabo en
las mismas condiciones que los utilizados en la figura 41B y C, respectivamente.
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Los ensayos de actividad FBPasa mostraron resultados muy similares a los
de western-blotting, tanto con la enzima de Arabidopsis como con la de guisante,
si bien TRX m3 no fue capaz de activar a la FBPasa en las condiciones ensayadas
(Figura 42).

B.4.- Busqueda de dianas para las TRXs fl y f2 en extractos de

inflorescencias y raices.

Para poder llevar a cabo la busqueda de dianas especificas de las TRX f1
y TRX f2 mediante cromatografia de afinidad, se sustituy6 una de las cisteinas del
sitio activo (C35) por serina. Las proteinas recombinantes mutadas fueron
obtenidas de manera similar a las proteinas silvestres correspondientes, se

denominaron TRX f1 CS y TRX f2CS y fueron utilizadas como “cebo”.

Las proteinas procedentes de los extractos proteicos de inflorescencias y
raices capturadas y eluidas fueron enviadas a la Unidad de Protedmica de la
Universidad de Cordoba dénde se procedié a la identificacion de las mismas. Para
ello, la solucion con las potenciales proteinas dianas se optimizé para su correcta
separacion en una electroforesis bidimensional. Tras la tincién con “blue brilliant”
se pudieron visualizar en las proteinas en forma de spots (Figuras 44 y 46) que se
seleccionaron a través del programa PDQuest® (Bio-rad). Tras ello se procedio
a su recogida (“picado”) del gel y a su identificacion mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Los péptidos diana y su descripcidn detallada obtenidos para la TRX f1 y
la TRX f2 en raiz y en inflorescencias se recogen en las Tablas 11, 12y 13y 14

respectivamente .

El establecimiento de las categorias y de las funciones moleculares de las
proteinas diana obtenidas y la determinacion de las frecuencias normalizadas
correspondientes, fueron determinadas mediante el uso de la aplicacion
Classification SuperViewer que utiliza los AGI de los genes y los compara en la
base de datos de Gene Ontology (Provart and Zhu, 2003).
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Figura 43.- Geles bidimensionales con las proteinas diana capturadas mediante
cromatografia de afinidad a partir de extractos frescos de raices de plantas de A. thaliana
de 10 dias, usando TRX f1 CS (F1 Raiz) y TRX f2 CS (F2 Raiz).
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S Péptido PM pl [N ID Gen Cys
1 | Beta-glucosidase 21 60025 |6,55 (12| Q9C525 | At1g66270 | 7 (1)
2 | Beta-glucosidase 22 60142 | 6,74 12| Q9C8Y9 | At1g66280 | 7 (1)
3 |Beta-glucosidase 23 60196 |6,45 |17 | Q9SR37 | At3g09260 | 9 (1)
4 | GDSL esterasel/lipase 43622 [6,65|11| Q1H583 | At1g54000 6
5 | Glutamate dehydrogenase 2 33417 | 6,3 |12 | FAK6P9 | At5g07440 4
6 | Kinesin like protein (Fragment) 48229 (6,19 |11 | QOWP75| At4g05190 5
o || FetEreen Rt e plieille 79284 |5,75| 2 | QozU4e | At2go1210 | 18
protein kinase
8 | Nucleoside diphosphate kinase 1 16547 | 6,3 | 6 | P39207 | At4g09320 1
Probable histone-lysine N-
9 methyltransferase ATXR3 269117 | 6,44 |26 | 023372 | At4g15180 | 39
10 Efotf‘etl';]’e Al e mE: O 38012 [6,33 | 9 | Q9SJS2 | At2g06260 | 4
11 | Putative uncharacterized protein 32653 | 6,63 | 8 | 081869 | At4g19880 5
L 139466 | 5,75 | 14 | FAJWMO | At5g18370 | 31
resistance protein
13 | Uncharacterized protein 39275 |6,21 | 9 | F4K5I5 | At5g20450 9
S Péptido PM pl N ID Gen Cys
1 |Beta-glucosidase 21 60025 (6,55 | 5 | Q9C525 | At1g66270 | 7 (1)
2 | Beta-glucosidase 23 60196 [6,45| 11 | Q9SR37 | At3g09260 | 9 (1)
3 ggunctlonal purple acid phosphatase 55032 | 6,8 | 7 | Q949Y3 | At5g34850 1
4 | DNA primase 59005 | 8,92 | 11 | FAKHM5 | At5g52800 | 25
5 | Glutamate dehydrogenase 2 33417 | 6,3 | 13 | FAK6P9 | At5g07440 4
6 | Kinesin like protein (Fragment) 48229 | 6,19 | 14 | QOWP75 | At4g05190 5
7 Meiotic recombination protein 43669 |8,57 | 9 | QOM4A1 | Atg63990 10
SPO11-2
8 | Nucleoside diphosphate kinase 1 16547 | 6,3 | 4 | P39207 | At4g09320 1
9 E;Te‘}‘;”c°pept'de repeat-containing | ga433 |8 36| 14 | 064624 | At2g18940 | 22
10 |Protein RKD5 43844 | 9,2 | 9 | 081791 | At4g35590 9
1 Protelr_1 transport protein SEC61 10916 11,5 5 | QIFKK1 | At5g60460 1
subunit beta 6
12 Putative uncharacterized protein 63096 | 7.56 | 19 | AOMFL5 NC 6
(Fragment)
13 | Uncharacterized protein 36283 | 8,35 | 11 | Q9FFLO | At5g05640 3

Tablas 11 y 12.- Dianas de TRX fl (arriba) y TRXf2 (abajo) identificadas en raices. S:
namero de orden de analisis; Péptido: nombre del péptido; PM, peso molecular; pl, punto
isoeléctrico; N, numero de péptidos; ID, numero de identificacion en UNIPROT; Cys, n°
de cisteinas presentes en la secuencia peptidica (entre paréntesis niumero de puentes
disulfuro descritos).
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De las 13 dianas identificadas y seleccionadas en raices para la TRX fly
la TRX f2, 5 eran comunes para ambas isoformas de TRXs: la beta-glucosidasa
21 (Q9C525), la beta-glucosidasa 23 (Q9SR37), la nucleodsido difosfato kinasa 1
(P39207), la glutamato deshidrogenasa 2 (F4K6P9)y un fragmento de la kinesina-
like protein (QOWP75). Entre las dianas, se han encontrado 2 péptidos sin
caracterizar, F4K5I5 para la TRX f1 y Q9FFLO para el caso de la TRX 2, cuyos

scores son altos.

Los datos aportados por la aplicacion Classification SuperViewer reflejaron
que las dianas encontradas en raices pertenecian a 13 categorias de las cuales

12 eran comunes a ambas isoformas.

Las categorias en las que se incluyen las proteinas dianas con frecuencias
similares para TRX f1 y TRX f2 en raiz fueron las de “respuesta a estimulos

” 13 ” “

bidticos o abidticos”, “ respuesta al estrés”, “ organizacion celular y biogénesis”,

‘otros procesos bidlogicos”, “transcripcion”, “desarrollo”, “otros procesos

” 11} ” ““

metabdlicos”, “otros procesos celulares”, “ metabolismo proteico” y “ procesos

biolégicos desconocidos” (Figura 44A). En la categoria de “ metabolismo de
ADN/ARN?” las dianas halladas para TRX f2 tuvieron una frecuencia normalizada

4 veces superior a las encontradas para TRX f1.

Las potenciales proteinas dianas se clasificaron en 10 funciones
moleculares, de las cuales 8 eran comunes para las 2 TRXs (Figura 44B):
“actividad hidrolasa”, “unién a nucleoétidos”, “otras actividades enzimaticas”, “union
a otros ligandos”, “actividad transferasa”, “union a proteinas” y “funcion
desconocida”. Las 2 funciones moleculares restantes, “factor de transcripcion” y
“union a ADN/ARN?” fueron identificadas para la TRX f2. de. Por ultimo, las dianas
asociadas a la “ actividad kinasa” encontradas para TRX f1 duplican en frecuencia
las correspondientes a TRX f2. Las frecuencias determinadas en las demas

funciones, fueron similares.
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A Frecuencias normalizadas

Metabolismo de ADN | ' ' '
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Transduccidn de
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=
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Figura 44.- Categorias (A) y funciones moleculares (B) de las proteinas diana obtenidas
para TRX f1 y TRX f2 en raices de 10 dias, comparadas por frecuencia normalizada.
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Figura 45.- Geles bidimensionales con las proteinas diana capturadas mediante
cromatografia de afinidad a partir de extractos frescos de inflorescencias de plantas de
A. thaliana de 25 dias, usando las formas mutadas y recombinantes TRX f1 CS (F1 Inf.)
y TRX f2 CS (F2 Inf.).
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S Péptido PM pl | N ID Gen Cys
1 | Acyl CoA thioesterase 38487 6,51 | 7 | Q56XD4 | At1g01710 6
2 E::::;;%'g;%g’;@”“y' abscisate | gng77 | 674 (12| QISES50 | At1g52400 | 8
3 | Cysteine proteinase-like protein 38316 |7,51 15| Q9LNC1 [ AT1G06260| 10
4 ggggﬁ;ﬁa E;tat"’e IaligEtilie 24865 |6,00| 5 | 082597 | At4g01480 | 3
5 | Ferritin-3, chloroplastic 28876 |5,54 10| Q9LYN2 | At3g56090 1
6 | Ferritin-4, chloroplastic 29068 |6,16 | 8 | Q9S756 | At2g40300 1
7 | Glutamate dehydrogenase 44781 |6,38 |16 | Q1H5A3 | At5g18170 5
8 | Luminal-binding protein 67644 |5,18 | 6 | F4K007 | At5g42020 5
9 | Myrosinase-binding protein-like 48524 |5,12 |14 | 004309 | At3g16470 1
10 m‘zs;:gfcnde”t malic enzyme 4, | 74458 | 6,14 |22 | Q9CA83 | At1g79750 | 5
11 | NGATHA2 34363 |8,72 |10 | C3VMM3 | At3g61970 2
12 Z:gﬁ)fg‘:(‘)’t‘giﬂ“de PGS 948428 | ., 12| Q7XZU1 | At5g20840 | 15
13 ;ffo‘;ti’('jzg;“g%” endo-1,3-beta- | 53094 |8 78| 9 | Q06915 | Atdg14080 | 6 (1)
14 | Protein disulfide-isomerase A6 29541 | 552 | 5 | F4IL53 | At2g47470 6
15 | Putative thaumatin 27912 | 7,61 | 6 | Q8LDH6 | At2g28790 | 16
16 | Putative uncharacterized protein 13928 |9,48 | 5 | Q8L9H3 NC 2
17 | Putative uncharacterized protein 40589 |5,55 (15| Q56WY3 | At1g56070 8
18 | Putative uncharacterized protein 26150 |6,58 | 8 | Q8W456 | At1g20220 2
19 | Uncharacterized protein 22984 |7,01| 4 | BO9DHT6 | At1g07750 3
20 | Uncharacterized protein 20567 | 5,4 | 6 | C0Z397 | At5g11200 9
21 | Uncharacterized protein 46318 |6,85| 9 | F4J924 | At3g31910 4
22 | Uncharacterized protein/T23B7,11 36272 | 8,7 | 9 | Q93ZC1 | At3g12148 8
23 ﬂg;g:t’f;?;?;ggzofphate 52058 |573| 9 | P57751 | Atsg17310 | 3
24 | V-type proton ATPase subunit E1 26272 | 6,04 | 8 | Q39258 | At4g11150 4

Tabla 13.- Dianas de TRX f1 identificadas en las inflorescencias. S: nUmero de orden de
andlisis; Péptido: nombre del péptido; PM, peso molecular; pl, punto isoeléctrico; N,
namero de péptidos; ID, nimero de identificacion en UNIPROT; Cys, n° de cisteinas
presentes en la secuencia peptidica (entre paréntesis numero de puentes disulfuro
descritos).
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S Péptido PM pl | N ID Gen Cys

Aminoacyl-tRNA synthetase, class
Il-like domain containing protein

-_—

14618 | 6,28 | 5 | FAHTB1 | At1g53705 1

Beta-D-glucopyranosyl abscisate

2 beta-glucosidase® 60877 | 6,74 |11 | Q9SE50 | At1g52400 | 8 (1)
3 |Beta-galactosidase 7 93736 | 8,47 | 11| Q9SCV5 | At5g20710 | 19
4 | Cysteine proteinase-like protein 38316 | 7,51 | 15| Q9LNC1 | At1g06260 | 10
5 | Cukanyofic franslafion inftiation 82296 | 5,11 |20 | Q8GUM1 | At525780 | 1
6 |F24B9 13 38515 | 5,83 | 7 | Q9LQQS3 | At1g07750 | 4

7 |F9D16_150 17520 | 5,89 | 7 | Q9SUQ9 | AT4g23680 | 1
8 | Globulin-like protein 38515 | 5,83 | 6 | Q8LA49 NC 4
9 | Glutamate dehydrogenase 44781 | 6,38 | 15| Q1H5A3 | At5g18170 5
10 | IFA-binding protein 32309.6 | 4.68 | 8 | Q9ZTZ4 NC 1
11 | Myrosinase-binding protein-like 48524 | 5,12 19| O04309 | At3g16470 1

NADP-dependent malic enzyme 4,

12 chloroplastic 71458 | 6,14 |18 | Q9CA83 | At1g79750 5
13 | Nucleoside diphosphate kinase 25763 | 9,15 | 4 | BODHH1 | At4g11010 2
14 | Probable beta-D-xylosidase 6 88042 | 5,96 | 12| Q9LXA8 | At5g10560 | 67
15 | Probable carbohydrate esterase 28683 | 5,63 | 6 | Q8L9J9 | At4g34215 6
16 | Putative thaumatin 27912 | 7,61 | 9 | Q8LDH6 | At2g28790 | 16
17 | Putative uncharacterized protein 60599 | 6,42 | 9 | Q56WX9 | At1g56070 | 10
18 | Putative uncharacterized protein 128635 | 5,68 |16 | QOWUS2 | At4g02480 | 15
19 | Putative uncharacterized protein 40589 | 5,55 |14 | Q56WY3 | At1g56070 8
20 | Putative uncharacterized protein 26150 | 6,58 | 5 | Q8W456 | At1g20220 2
21 | Putative uncharacterized protein 28039 | 4,42 | 3 | 081288 |AT4902450| 2
22 | T6H22_13 94743 | 5,89 | 12| Q9ASR1 | At1g56070 | 16
23 | Uncharacterized protein 36079 | 8,76 |12| Q29Q36 | At5g20080 2
24 | Uncharacterized protein 27912 | 7,61 | 9 | Q9ZV34 | At2g28790 | 16
25 | Uncharacterized protein 12585 |10,64 | 7 | FAJG82 | At4g03443 3

Tabla 14.- Dianas de TRX f2 identificadas en las inflorescencias. S: nUmero de orden de
andlisis; Péptido, nombre del péptido; PM, peso molecular; pl, punto isoeléctrico; N,
namero de péptidos; ID, numero de identificacion en UNIPROT; Cys, n° de cisteinas
presentes en la secuencia peptidica (entre paréntesis numero de puentes disulfuro
descritos).
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En las inflorescencias fueron halladas 24 dianas para la TRX f1 y 25 dianas
para la TRX f2. La TRX f1 y la TRX f2 comparten 8 péptidos: la proteina de unién
a la mirosinasa-like (004309), la traumatina putativa (Q8LDH®6), la enzima malica
tipo 4 cloroplastidica dependiente de NADP (Q9CA83), la glutamato
deshidrogenasa (Q1H5A3), la cistein proteinasa-like (Q9LNC1) y la beta-D-
glucopiranosil abscisato beta-glucosidasa (Q9SES50), ademas de dos proteinas
putativas sin caracterizar (Q8W456 y Q56WY3). Entre las péptidos analisados, 5
y 6 péptidos estan sin caracterizar en TRX f1 (Q8L9H3, BODHT6, C0Z397, F4J924
y Q93ZC1) y TRX f2 (Q56WX9, QOWUS2, 081288, Q29Q36, Q92V34 y F4JG82)

respectivamente.

Segun el andlisis realizado con Classification SuperViewer, las dianas
potenciales encontradas en las inflorescencias pertenecen a 13 categorias
funcionales de las cuales 12 son comunes a ambas isoformas (Figura 46A). Estas
son, “respuesta a estimulos bidticos o abidticos”, “respuesta al estrés”, “otros
procesos celulares”, “otros procesos metabdlicos”, “metabolismo proteico”,
“transduccion de senales” y “procesos biolégicos desconocidos”. Por otro lado las
dianas putativas halladas para la TRX f1 resultaron tener una frecuencia mayor a
las encontradas para TRX f2 en las categorias de “organizaciéon celular y

biogénesis”, “transporte electrénico”, “otros procesos bidlogicos”, “desarrollo” y

“transporte”.

Se asignaron 10 funciones moleculares para las dianas seleccionadas con
la TRX f1 y TRX f2, de las cuales 8 son compartidas por las isoformas (Figura

”

46B): “actividad hidrolasa”, “unién a nucleotidos”, “otras actividades enzimaticas”,

“unidon a otros ligandos”, “otras funciones moleculares”, “union a ADN/ARN”,
“unioén a proteinas” y “actividad transferasa”. Las otras 2 funciones moleculares
incluian dianas de la TRX f1 “transporte” y “factor de transcripcion”. Por ultimo,
las dianas asociadas a funciones de “union a nucleétidos” encontradas para la
TRX f2 duplicaron en frecuencia las correspondientes a TRX fl. Las demas

funciones tenian frecuencias similares.
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Figura 46.- Categorias (A) y funciones moleculares (B) de las dianas obtenidas para las
TRX f1y TRX f2 en inflorescencias de Arabidopsis de 25 dias, comparadas por frecuencia

normalizada.
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C.- Estudio de lineas defectivas en TRXs f y m de
Arabidopsis.

C.1.- Aislamiento de mutantes knock out y evaluacion de la supresion

génica.

C.1.1.- Aislamiento de las lineas trxfl, trxf2 vy trxfl trxf2.

El aislamiento de las lineas homocigotas se llevd a cabo mediante
genotipado por PCR, confirmando la localizacion de la insercion del T-DNA en la
indicada por los laboratorios SALK o GABI-kat de los que provenian las semillas
(Figura 47).

20 W s '
25- - ‘ Bl
e
c

B P B C P
trxf1 trxf2

Figura 47.- Reacciones de PCR para verificar el aislamiento de las lineas homocigotas
mutantes trxfl y trxf2 usando parejas de oligonucleétidos flanqueantes y especificos; B:
Amplificacion con pareja de oligonucledétidos, sin ADN; C: Amplificacién con la pareja de
oligonucledtidos mas 1 uL de ADN gendmico de la linea silvestre Col0; P: Amplificacion
con la pareja de oligonucledétidos, mas 1 uL de ADN gendmico de la linea mutante. Las
condiciones de amplificacién fueron 30 ciclos, 25 s de elongacién y una Tm de 55 °C para
trxfl, y de 60 °C para trxf2.

Las lineas homocigotas fueron identificadas por la presencia de un unico
amplicén, conteniendo secuencia del gen y del T-DNA, y de mayor tamario que el
del amplicdn proveniente del gen silvestre. Estas lineas mutantes afectadas en los

genes TRXf1l y TRXf2 se denominaron como trxfl y trxf2, respectivamente.

Para la obtencion del doble mutante trxfl trxf2, se procedié al cruzamiento
de las lineas mutantes trxfl y trxf2 y al aislamiento tras la segregacion de la

descendencia del doble heterocigoto.

El analisis mediante RT-PCR semicuantitativa usando oligonuclétidos
especificos confirmd la ausencia de de transcritos en los mutantes simples trxfl y
trxf2, indicando que ambas lineas eran lineas de pérdida de funciéon o knock-out

(utilizando la expresion en inglés) para las respectivas TRXs f (Figura 48A).
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Asi mismo, ensayos de western-blotting con anticuerpos anti-PsTRX f
mostraron un descenso de la sefial en los mutantes simples (Figura 48B), que
desaparecié por completo en la linea trxfl trxf2, confirmando su condicién de doble

mutante (Figura 48C).

A 500- e SR oc- S AtTRXf1
Col0  trxf1 CoIO _trxf1r
500- W 1. - AtTRXF2
Col0  trxf2 Col0  trxf2
18s TRX
B Col0 trxf1 trxf2
TRX f w i -15kDa
o 1,5
% 1,0
2 05
£ o0 m_
C Col0 trxf1trxr2

w : ¥ _15kpa

Figura 48.- A) PCR semicuantitativa para aislamiento del doble mutante trxfl trxf2. 18s:
oligonucledtidos para amplificar el gen codificante de la subunidad ribosomal 18s; TRX:
oligonucledtidos especificos y flanqueantes para la amplificacién de los genes AtTRXf1l y
AtTRXf2. Las condiciones de amplificacion para el gen 18s fueron 28 ciclos para Col0, 25
s de elongacion y una Tm de 55 °C. Las condiciones de amplificacion para los genes
codificantes de TRXs en las lineas mutantes fueron: 38 ciclos para AtTRXf1 y 40 ciclos
para AtTRXf2; 25 s de elongacion en ambos casos y una Tm de 50 °C en el caso del gen
AtTRXf1 y de 55 °C en el caso de AtTRXf2. B) Reconocimiento inmunoldgico y
cuantificaciéon de la sefial obtenida. Se utiliz6 el anticuerpo TRX f de guisante frente a 30
g de extracto de roseta pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl y trxf2.
C) western-blotting en el que fue utilizado el anticuerpo PSTRXf. La proteina soluble se
extrajo de rosetas correspondientes a las lineas ColO y trxfl trxf2, se cuantifico y se
analizo utilizando 35 pg. Como control de carga se muestra la banda correspondiente a
la subunidad mayor de la RUBISCO tefiida con solucion de rojo Ponceau.
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C.1.2.- Aislamiento de lineas trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4.

El aislamiento de los mutantes trxm se realizé del mismo modo que para
los mutantes trxf. Una vez comprobada la localizacion de un unico amplicon, de
mayor tamafo, correspondiente a la insercion del T-DNA (Figura 49), se procedi6

a analizar la acumulacioén de transcrito en las lineas defectivas trxm.

576 - [ 672 - o 612- ‘
: 544 - .

299- - 365- - 220 e 236- -
B C P B C P B CP B C P
trxm1 trxm2 trxm3 trxm4

Figura 49.- Reacciones de PCR para verificar el aislamiento de las lineas homocigotas
mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4 usando parejas de oligonucledétidos flanqueantes y
especificos; B: amplificacién con pareja de oligonucleétidos, sin ADN; C: amplificacion
con la pareja de oligonucleétidos, masl pL de ADN genomico de linea silvestre Col0 (LE
para trxm3); P: Amplificacion con la pareja de oligonucle6tidos, masl puL de ADN
gendmico de la linea mutante. Las condiciones de amplificacion fueron 30 ciclos, 25 s de
elongacion y una de Tm de 55 °C para los mutantes trxm3 y trxm4, mientras que para los
mutantes trxm1 y trxm2 la Tm fue de 60 °C.

Del mismo modo que para las lineas trxfl y trxf2, los 4 mutantes trxm
aislados resultaron ser mutantes de pérdida de funcion para las respectivas TRXs
(Figura 50A). Estas lineas mutantes se denominaron como trxm1, trxm2, trxm3 'y
trxm4. Como ya se comentd, la linea trxm3 ya fue denominada con anterioridad
como gatl (Benitez-alonso et. al, 2012), pero con la intencion de facilitar la
descripcion de los resultados se utilizara el nombre trxm3 a lo largo de este

trabajo.

Con objeto de analizar las cambios provocados en el contenido TRXs m en
las lineas mutantes individuales (bien sea por la pérdida de una de ellas o por
algun fendmeno de compensacion del resto de TRXs m en respuesta a la
mutacion) se realizé un andlisis de western-blotting utilizando el anticuerpo de
guisante anti-PsTRX m (Figura 50B). El resultado sugiere que, aparentemente, y
teniendo en cuenta las limitaciones intrinsecas al anticuerpo utilizado, no parece
que exista una respuesta compensatoria a la pérdida de alguna de ellas para que
se recupere la sefial observada en los silvestres. Para confirmar esta hipoétesis, en
el siguiente apartado se analizara con detalle la acumulacion de los transcritos de

las distintas TRXs en los mutantes analizados en este trabajo de Tesis doctoral.
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Figura 50.- A) PCR semicuantitativa para aislamiento de mutantestrxml, trxm2, trxm3 y
trxm4. 18s: oligonucleétidos para amplificar el gen codificante de la subunidad ribosomal
18s (Atl18s-F/Atl18s-R). TRX: oligonucleétidos especificos para la amplificacién de
derivados de los genes AtTRXm1, AtTRXm2, AtTRXm3y AtTRXm4. Las condiciones de
amplificacién para el gen 18s fueron 28 ciclos para Col0 y 26 para LE, 25 s de elongacion
y una Tm de 55 °C; Por ultimo las condiciones de amplificacion para los genes codificantes
de TRXs en las lineas mutantes fueron: 32 ciclos para AtTRXm2, 38 ciclos para AtTRXm1,
AtTRXm3 y AtTRXm4; 25 s de elongaciéon en todos los casos y una Tm de 50 °C en el
caso del gen AtTRXm1ly de 55 °C en el caso de AtTRXm2, AtTRXm3 y AtTRXm4. B)
Reconocimiento inmunolégico y cuantificaciéon de la sefal obtenida. Se utilizaron el

anticuerpo TRX m1 de guisante frente a 30 ug de extracto de roseta pertenecientes a las
lineas control Col0 y LE y los mutantes trxm1, trxm2, trxm3 'y trxm4.

Expresion relativa

C.1.3.- Analisis de expresion de TRXs y NTRC.

Para evaluar el efecto de la pérdida de funcion de cada uno de los genes

codificantes para las TRXs f y m sobre la expresion de las demas isoformas, asi
como sobre otras enzimas relacionadas como la NTRC y la TRX y1, se realizaron
ensayos de RT-qPCR para analizar el contenido de los respectivos ARNm en
hojas de roseta de plantas de 25 dpg cultivadas en tierra. Los resultados se
muestran en la figura 51, mientras que las variaciones de expresion de los genes

en las lineas mutantes, respecto de las lineas control se resumen en la tabla 15.

|
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Figura 51.- Expresion de los genes AtTRX f1, f2, m1, m2, m3, m4 (A) y de los genes
AtNTRC y AtTRXy1 (B) en la linea silvestre Col0 (control de expresion) y los mutantes
trxfl, trxf2, trxm1, trkxm2y trxm4; y en linea silvestre LE (control de expresion) y el mutante
trxm3. Los andlisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde
ADNCc retrotranscrito de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias. Las plantas
crecieron bajo condiciones de dia largo. Los niveles de transcripcion son la media +
desviacion estandar de tres experimentos independientes que se normalizaron por el
método 2-AACT. Para relativizar los niveles de expresion se utilizaron los valores de
AtTRXf1 (A) y AINTRC (B) en Col0 y LE. Se indica la diferencia significativa con respecto
a la correspondiente linea silvestre(*p<0,05; **p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).
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L Gen

LINGA& "\ TRXf1 A(TRX2 AfTrxml AtTrxm2  AtTrxm3  AfTrxm4 AINTRC  AfTRXyl
trxfl 0% 70% 17%*  B1%*  37%*  34%*  21%**  2%*
trxf2  47% 0% 20%**  76% 50% 28%*  25%**  3%**
trxml  63% 21%* 0% 110%  35%***  122%  106% 0%
trxm2  9%* 3% 37%* 0% 35%*  9%**  39%*  7%***
trxm3  69% 38%*  23%*  18%* 0% 61%**  21%** 55
trxméd  69% 69% 116%  6%**  84% 0% 13%*  11%**

Tabla 15.- Expresion relativa de los genes de los genes AtTRXf1, AtTRXf1, AtTRXm1,
AtTRXm2, AtTRXm3, AtTRXm4, AtNTRC y AtTRXy1 en las lineas mutantes trxfl, trxf2,
trxml, trxm2, trxm3 y trxm4 expresadas en % respecto la expresion en las lineas
silvestres ColO y LE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*
p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 segun t-student).

El mutante trxfl presentd una disminucién estadisticamente significativa en
la expresion de todos los genes AtTRXm; mientras que en la linea trxf2 se
cuantifico un menor contenido de los transcritos correspondientes a los genes
AtTRXm1 y AtTRXm4. En el analisis de los mutantes en TRXs del tipo m, en la
linea trxml se produjo una importante disminuciéon en la acumulacién de
transcritos de AtTRXf2 y AtTRXm3. La ausencia de TRX m2 afecto a la expresion
de todos los genes de TRXs plastidiales analizados, produciéndose un importante
descenso estadisticamente significativo de los ARNm de los mismos, destacando
la respuesta de los genes TRXfl y TRXf2 como isoformas mas alejadas
filogenéticamente de TRXm2 dentro de las TRXs plastidiales analizadas. El
mutante trxm3 presentd una dismunicién significativa en los niveles de transcrito
de AtTRXf2, AtTRXm1 y AtTRXm2. Por ultimo, en el mutante trxm4 solamente se
pudo cuantificar un descenso significativo en el ARNm de AtTRXm2. Los niveles
de los transcritos de NTRC y TRXyl mostraron un descenso significativo en casi
todas las lineas mutantes, excepto en la linea trxm1 para NTRC. Este descenso

fue especialmente llamativo para TRXy1.

Estos datos apoyan la hipotesis formulada en el apartado anterior de que la
pérdida de funcién de una de las TRXs f o m, no disparan mecanismos
compensatorios que suplan la ausencia de otra isoforma mediante la induccion de
otras isoformas si no que mas bien se produciria una regulacién negativa del resto
de las isoformas, ya sean de un tipo o de otro. Asi, los mecanismos de regulacion
de la homeostasis redox del cloroplasto contarian con elementos de conexion, al

menos, entre las isoformas f y m de las TRXs plastidiales.
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C.2.- Caracterizacion fisiolégica.

C.2.1.- Porcentaje de germinacion.

Los porcentajes de germinacion de las lineas trxml, trxm2, trxm4, trxfl, trxf2 y
trxfl trxf2 alcanzaron el 100% a partir de los 2 dias de crecimiento in vitro en
condiciones de de dia largo (Figura 52). Sin embargo, a partir del segundo dia, el
el porcentaje de germinacion del mutante trxm3 fue de solo un 74% en relacion al

control LE.
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Figura 52.- Curvas de germinacion (en %) de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2,
trxml1, trxm2 y trxm4 comparadas con el control Col0, y de la linea mutante trxm3
comparada con el control LE, a lo largo de 7 dias de incubacion in vitro bajo condiciones
de dia largo. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media.
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C.2.2.- Medida del peso fresco y del area foliar por planta.

Después de 30 dias de crecimiento, el peso fresco por plantula de los
mutantes simples trxfl, trxf2 fue un 24% y un 18% mayor respectivamente, con
respecto a la linea silvestre Col0, mientras que el del doble mutante trxfl trxf2 era

similar al del control (Figura 53).
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Figura 53.- Curvas de peso fresco (izquierda) y areas foliares en mm? (derecha) de las
lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxml, trxm2 y trxm4 comparadas con el control
Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con LE, alo largo de 30 dias de crecimiento
bajo condiciones de dia largo. Cada punto es la media del peso de 5 plantas y las barras
de error corresponden a la desviacion estandar de la media.

El peso fresco por planta de los mutantes trxml y trxm2 fue un 28% y un
19% mayor respectivamente que para Col0, mientras que el de trxm4 resulté un

13% menor. Finalmente, trxm3 presentd un peso fresco por planta un 13%

159



Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

superior al de LE tras 30 dias de crecimiento. El efecto de las perdidas de funcion
de las TRXS f y m sobre el area foliar a lo largo de 30 dias de crecimiento fue

similar al descrito para el peso fresco por plantula.

En la figura 54 se muestran los fenotipos de las lineas mutantes. Se puede
observar un mayor tamafo de la roseta en el caso de los mutantes trxfl, trxf2 y
trxm1 en relacion a la linea silvestre Col0. Por el contrario el tamafio de las lineas
trxfl trxf2 y trxm4 es menor al control. No se observaron cambios fenotipicos

importantes en la linea trxm3 respecto al control LE.

Col0 trxf1 trxf2 trxf1trxf2

Figura 54.- Fenotipos de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4
comparadas con la linea silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con la
linea silvestre LE, a los 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo.

C.2.3.- Cuantificacién del niumero de hojas de roseta.

El numero de hojas de roseta medido a lo largo del desarrollo vegetal de
las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxml, trxm2, trxm4 no difirid
significativamente del mostrado por la linea silvestre Col0 (Figura 55). Igualmente
no se encontraron diferencias para este parametro fisioldgico entre el mutante

trxm3y la linea LE.
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Figura 55.- Niumero de hojas por roseta de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2,
trxm1, trxm2 y trxm4 en relacion con la linea silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3
comparado con la linea silvestre LE, a lo largo de 30 dias de crecimiento bajo condiciones
de dia largo. Cada punto es la media del nUmero de hojas de 5 plantas y las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de la media.

C.2.4.- Curvas de crecimiento de la raiz primaria.

A los 11 dias las curvas de crecimiento de la raiz primaria de los mutantes
trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 presentaron una longitud un 7, 12 y 14% menor
respectivamente que la de Col0 (Figura 56). La longitud de las raices de los
mutantes trxml y trxm2 fueron un 3 y 6% mayor respectivamente que la de Col0,
mientras que la del mutante trxm4 resulté ser un 10% menor. Por ultimo, el

crecimiento de trxm3 resultdé un 13% menor que la de la linea silvestre LE.
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Figura 56.- Curvas de crecimiento (izquierda) y de velocidad de crecimiento (derecha) de
la raiz primaria de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxml, trxm2 y trxm4 en
comparacion con el silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con el silvestre
LE, alo largo de 11 dias de crecimiento in vitro en placas verticales bajo condiciones de
dia largo. Cada punto es la media de las medidas de 6 plantas distintas y las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de la media.

Para establecer diferencias entre las curvas de velocidad de crecimiento de
las lineas mutantes y control, se tuvieron en cuenta las variaciones en la velocidad
maxima de crecimiento, que en todos los casos se registro a los 7 dias después

del inicio de la germinacion.

El mutante trxfl presenté una medida un 3% menor que la de ColO,
mientras que para trxf2 y trxfl trxf2, este valor resulté un 17 y un 13% inferior
respectivamente (Figura 56). En el caso de las lineas trxml y trxm2 este
parametro fue un 7 y un 8% superior respectivamente que el mostrado por Col0.
El mutante trxm4 presentd un valor un 12% menor. Por ultimo, la medida

correspondiente a trxm3 fue un 18% inferior que la de LE.
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C.2.5.- Estudio de la estructura interna de hojas de roseta.

Las estructuras observadas a través de un microscopio SEM de los
estomas de las hojas de los mutantes se muestran en la (Figura 57). El tamafio
de los estomas de la trxm1, trxm2 y trxm4 parecen ligeramente menor en relacion
a los estomas de Col0. La estructura de los estomas de trxf1 y trxf2 es muy similar
a los estomas de la planta silvestre. No se encontraron diferencias en la morfologia

de los estomas del mutante trxm3 con respecto a la linea LE.

Col0O trxf1

Figura 57.- Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) que
ilustran las diferencias morfoldgicas entre estomas de la cara abaxial de hojas de roseta
de 25 dias crecidas bajo condiciones de dia largo, pertenecientes a la linea control Col0
y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y el mutante trxm3.
Escala de las barras = 10 pm.
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C.2.6.- Estudio del mesdfilo de hojas de roseta, de la morfologia de los

cloroplastos y de su contenido en almidon.

En las figura 58 se observa que las estructuras celulares, epidermis,
mesdfilo, xilema y floema y estomas de las lineas mutantes son similares a las del
control, con excepcion de la linea mutante trxfl, en las que se detecta que las

células del mesdfilo son mas grandes.

ColO

trxm2 trxm4

Figura 58.- Imagenes de microscopia Optica de secciones de hojas de roseta
pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a
la linea control LE y el mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 25 dias bajo
condiciones de dia largo. Las cortes semi-finos correspondientes a cada linea fueron
previamente tefiidos con azul de toluidina. Escala de las barras = 25 um
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La mayor diferencia radica en el numero de cloroplastos por célula. Los
cortes semi-finos de hojas de los mutantes tefidas con azul de toluidina y
observados al microscopio 6ptico muestran, comparadas con el control Col0, una
disminucién del numero de cloroplastos en el caso de las lineas trxfl, trxf2, trxm2

y trxm4 (Figura 59).

El mutante trxm3 mostré mayor numero de cloroplastos por célula en

relacion a su control LE.
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N° cloroplastos medio por celula
~

Figura 59.- Namero de cloroplastos promedio por célula, medido para las lineas control
Col0 y LE y las lineas mutantes trxf1, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4.

Las observaciones al microscopio electronico (Figura 60) indican que las
estructuras celulares en el interior del cloroplasto no parecen afectadas. Se puede
comprobar la homogenidad de tilacoides, lamelas y granas, no existiendo una
disrupcion de las estructuras fotosintéticas.
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Col0 trxf1

Figura 60.- Imagenes de microscopia electronica de secciones de hojas de roseta
pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a
la linea control LE y el mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 25 dias bajo
condiciones de dia largo. Pueden diferenciarse los cloroplastos y, en el interior de ellos,
se pueden observar los granulos de almidon como estructuras blancas menos
electrodensas que el estroma. Escala de las barras = 2 ym.
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El numero de granos de almidén medio por cloroplastos no varia en las

lineas mutantes en relacion al encontrado en las lineas silvestres (Figura 61).
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Figura 61- Distribucion de granulos de almidén observados por cloroplasto, en base a las
imagenes obtenidas, mediante microscopia electrénica, de secciones de hojas
pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a
la linea control LE y el mutante trxm3.

C.2.7.- Estudio de la estructura interna de la raiz primaria.
Por medio de la tincidon con toluidina de cortes transversales de zona de

elongacion de las raices de las lineas control y mutantes, se observé que no
existen diferencias en la morfologia las capas de células correspondientes a los
haces vasculares del xilema y floema (Figura 62), a excepcion del mutante trxfl,
que presenta una concentracion celular en cilindros mas densa y unos haces mas

reducidos
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Figura 62.- Imagenes de microscopia Optica correspondientes a cilindros vasculares de
la zona de elongacion de raices, pertenecientes a la linea control ColO y los mutantes
trxfl, trxf2, trxml1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y el mutante trxm3. Las plantas
crecieron durante 12 dias bajo condiciones de dia largo. Las cortes semi-finos
correspondientes a cada linea fueron previamente tefiidos con azul de toluidina. Escala
de las barras: trxm4 = 20 um; ColO, trxf2 trxm1, trxm2, LE y trxm3 = 25 pum; trxfl = 50 pm.

Las tinciones con ioduro de propidio permitieron la observacién de la region
apical de las raices por microscopia confocal (Figura 63). No fueron distinguibles
diferencias importantes entre las lineas mutantes y las lineas control, tanto a nivel
de la zona de elongacién, como a nivel de la zona meristematica (células de
xilema, floema y periciclo) y la cofia. En este ultimo segmento se pudieron apreciar

los granulos de almiddn presentes, igualmente sin diferencias significativas.

168



Resultados

Col0 trxf1

trxf2 trxm1

trxm2 trxm4
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50 pm 50 um

Figura 63.- Imagenes de microscopia confocal correspondientes a raices pertenecientes
a la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control
LE y el mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 12 dias bajo condiciones de dia
largo. Previa observacion las raices analizadas fueron tratadas con ioduro de propidio.
Escala de las barras = 50 pm.
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C.2.8.- Determinacién de clorofilas.

Los niveles de las clorofilas a, b y el ratio Chl a/b de los mutantes y de las
lineas control fueron medidos en hojas de roseta que crecieron en condiciones de
dia largo durante 25 dias. En la figura XX se observa que solo el contenido de
clorofila en el mutante trxm4 varia significativamente en relacion a Col0O, siendo un
22% menor (Figura 64). Esta diferencia también se reflejo en una disminucion del
contenido total de clorofilas. El ratio Chl a/b de todas las lineas mutantes fue

inferior entre el 12 y 19% en relacion al de las lineas control Col0 y LE.
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Figura 64.- Contenido en clorofilas a, b y totales (izquierda) y ratio clorofila a / clorofila b
(derecha) de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2 (A) y trxml, trxm2 y trxm4 (B)
comparados con la linea control Col0, y de la linea mutante trxm3 (C) comparada con LE.
Todos los valores fueron obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo
condiciones de dia largo. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de
la media de 6 individuos por linea. Se indican las diferencias significativas respecto a la
correspondiente linea silvestre (**p<0,01 segun t-student).
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C.2.9.- Determinaciéon de carotenoides y antocianinas.

La determinacion del contenido en carotenoides en hojas de roseta de 25
dpg de las diferentes lineas mutantes no mostro diferencias salvo en el caso de la
linea trxm4, que presentd un contenido un 25% significativamente menor al

determinado para la linea control ColO (Figura 65).

La determinacion de los niveles de antocianinas en hojas de roseta de 25
dpg de desarrollo indicé que no existen diferencias significativas entre las lineas

mutantes estudiadas y las lineas control.
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Figura 65.- Contenidos en carotenoides (izquierda) y antocianinas (derecha) cuantificados
en las lineas mutantes trxm1, trxm2 y trxm4 comparados con la linea control Col0, y en
la linea mutante trxm3 comparada con LE. Todos los valores fueron obtenidos en hojas
de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar de la media de 6 individuos por linea. Se indica la
diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre (***p<0,001 segun
t-student).
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C.3.- Caracterizacion del proceso fotosintético.

C.3.1.- Curvas de fotosintesis en respuesta a distintas intensidades de luz.

La tasa fotosintética se midié mediante un sistema IRGA abierto en hojas
de cada una de las lineas tras su crecimiento en condiciones controladas de

luminosidad (120 pymol.m=2.s') y COa.

Las curvas de respuesta a luz (A/Q) mostraron que la planta silvestre

alcanzo un maximo de asimilacién de CO2 a 2000 ymol.m=2.s™".

Se puede observar que existe una menor tasa fotosintética de trxfl y mayor
para trxf2 y el doble mutante en relaciéon a Col0O, aunque las diferencias no son

significativas (Figura 66).

La transpiracion (E) y la conductancia (gs) crecen de forma paralela al
incremento de la intensidad de la luz. trxfl presenta una E y gs ligeramente

superiores a los que se obtienen para Col0 y las otras dos lineas mutantes.

La tasa fotosintética, transpiracién y conductancia de trxm1, trxm2, trxm4
fue ligeramente inferior a la obtenida para el control Col0, aunque las diferencias

no fueron significativas.

Estas incrementaron con el aumento de la intensidad luminica. El caso del
mutante trxm3 es mas claro, ya que la A, E y gs es un 25% menor en relacién al

control LE.

La tasa fotosintética, la transpiracion y la conductancia de disminuyeron de
forma muy significativa a lo largo de la curva de luz en relacion al control LE
(Figura 67).
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Figura 66.- Curvas de respuesta a luz de las lineas mutantes trxfl, trxf2 y trxfl trxf2, trxm1,
trxm2 y trxm4 en comparacion con la linea silvestre Col0. Fueron obtenidas en hojas de
roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo: A, tasa de fijacion de CO-
o fotosintesis neta; E, tasa de transpiracion; g, conductancia estomatica y C;,
concentracion de CO- subestomatica. Cada curva consta de 8 puntos obtenidos como la
media de 5 medidas independientes para cada linea. Las barras de error corresponden
al error estandar de la media.
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Figura 67.- Curvas de respuesta a luz de la linea mutante trxm3 en comparacién con la
linea silvestre LE. Fueron obtenidas en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo
condiciones de dia largo: A, tasa de fijacion de CO. o fotosintesis neta; E, tasa de
transpiracion; g, conductancia estomatica y C;, concentracion de CO. subestomética.
Cada curva consta de 8 puntos obtenidos como la media de 5 medidas independientes
para cada linea. Las barras de error corresponden al error estdndar de la media.

174



Resultados

El programa Photosyn Assistant (version 1.1.2), basado en las ecuaciones
de Von Caemmerer y Farquhar fue usado para determinar los parametros
fotosintéticos que facilitan la interpretacién y comparacion de la fotosintesis de las
distintas lineas mutantes (Tablas 16 y 17).

Col0 0,076 £ 0,012 8,02+047 15,63 £ 2,11 114,13 £ 20,01 -1,16 £ 0,17
trxfl 0,038 £ 0,007* 7,83 £0,52 13,54 + 2,11 197,33 £51,38  -0,70 £ 0,27
trxf2 0,044 + 0,004* 7,72 £ 0,60 11,11 £ 4,84 188,5 + 10,52* -0,45 £ 0,58
trxfl trxf2 0,028 + 0,005* 7,71 £ 0,64 6,76 + 5,38 293,66 + 69,60*  -0,35+0,08*
Col0 0,060 + 0,011 10,63 + 0,37 13,98 +2,53 134,50 +29,68  -1,10+0,49
trxm1 0,057 + 0,012 9,90 + 1,10 12,83 £ 0,59 109,66 + 1,20 -1,38 £ 0,31
trxm2 0,048 + 0,004 9,17 +0,73 13,567 £ 1,37 131,46 +21,53 = -1,09+0,05
trxm4 0,051 + 0,006 8,07 £ 0,37** 12,73 £2,02 116,80 + 18,20  -0,98 + 0,02
LE 0,065 £ 0,018 9,17 £0,97 9,09 +2,38 87,86 £ 17,82 -0,98 £ 0,02
trxm3 0,038 £ 0,018 6,60 + 0,90* 11,65 + 0,37 110,20 £ 9,63 -1,18 £ 0,14

Tablas 16 y 17.- Parametros estimados con Photosyn Assistant a partir de los valores de
las curvas AQ de las lineas control y mutantes: g, eficiencia cuantica aparente; Amax,
valor de fotosintesis neta maxima; i, punto de compensacion de luz;, Asat, punto
estimado de saturacion por luz; y Rday, tasa de respiracion mitocondrial aparente. Todos
los valores fueron obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo
condiciones de dia largo. Los parametros se calcularon como media de 4 medidas
independientes para cada linea y se representan las medias + desviacion estandar de su
media. Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea
silvestre (*p<0,05 segun t-student).

A la vista de los resultados obtenidos, el parametro Rday disminuyé de 0,4,
0,6 y 0,7 en trxfl, trxf2 y trxf1f2 respectivamente en relacion a Col0O, siendo
significativo solo para el doble mutante. Amax alcanzé el valor de 8,02 para Col0, y

fue ligeramente inferior para los mutantes trxf.
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Se observa que los valores de eficiencia cuantica aparente (@), los valores
de los mutantes trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 son menores que los correspondientes a

la linea control, ColO.

En relacion a las lineas mutantes trxs m solo la isoforma m1 tiene una Rd
incrementada de 1,25 veces con respecto a Col0. La linea Col0 alcanz6 una Amax
de 10,63, los valores de las lineas trxm1, trxm2 y trxm4 fueron menores, siendo
esta ultima la que fué significativamente diferente. La Amax de trxm3 disminuyo

muy significativamente un 28% en relacion al control LE.

C.3.2.- Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il.

En la tabla 18 se muestran los valores de la fluorescencia de la clorofila,

Fv/Fm de los mutantes, asi como de sus respectivos controles.

Los valores de Fv/Fm correspondientes a las lineas mutantes trxfl, trxf2,
trxfl trxf2 y trxm4, fueron significativamente mayores en relacion a la linea Col0,
mientras que el mutante trxm3 presentd un valor para este parametro

significativamente menor al de la linea silvestre LE.

Linea Fv/Fm
Col0 0,849 + 0,006
trxfl 0,866 + 0,006***
trxf2 0,864 + 0,004***
trxfl trxf2 | 0,865 + 0,006***
trxm1 0,852 + 0,003
trxm2 0,855 + 0,003
trxm4 0,861 + 0,003**
LE 0,855 + 0,002
trxm3 0,851 + 0,001**

Tabla 18.- Valores de Fv/Fm obtenidos de cada linea usando hojas de roseta de 25 dias
de crecimiento bajo condiciones de dia largo. Previa medicion las plantas fueron
adaptadas a oscuridad. La emisién de fluorescencia basal (FO) y maxima (Fm) se
obtuvieron mediante el sistema PEA. Se representan las medias de 9 plantas
independientes + su desviacion estandar. Se indica la diferencia significativa con respecto
a la correspondiente linea silvestre (**p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).
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C.3.3.- Inmunodeteccion de proteinas implicadas en la cadena de transporte

electrénico fotosintético.

Mediante el uso de anticuerpos especificos (Agrisera) se analizaron los
niveles de PsbD, que forma parte del nucleo del centro de reaccién del PSII, y de
PsbO y PsbP, proteinas extrinsecas del complejo de fotdlisis del H20 en el PSII.
Todos los mutantes analizados mostraron mayores niveles de acumulacion de
PsbP, sensiblemente mayor en los mutantes trxf1 y trxm3 (Figura 68), sugiriendo
modificaciones en el complejo de fotdlisis del H20. Los cambios en PsbO, aunque
mas evidentes en trxml y trxm3, no parecieron diferencias tan acusadas con los
silvestres como con PsbP. Sin embargo, los mayores niveles de la proteina PsbD
en las lineas trxfl, trxf2 y trxm3 sugieren adaptaciones del nucleo del PSII en

respuesta a la falta de estas proteinas.

A VA %
o0 i i o g™ «*"\A\S" o
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O trxm4
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Expresion relativa

PsbD PsbO PsbP

Figura 68.-Reconocimiento inmunolégico (arriba) y cuantificacion de la sefial obtenida
(abajo) de las proteinas PsbD, PsbO y PsbP en las lineas silvestres y mutantes trx.
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C.4.- Adaptaciones del metabolismo de carbohidratos en respuesta a la

ausencia de cada isoformade TRX f o m.

C.4.1.- Andlisis de la expresion de genes implicados en el metabolismo de

carbohidratos.

A fin de analizar la expresion en las lineas mutantes de los transcritos
correspondientes a algunos genes clave en el metabolismo de carbohidratos,
como es el caso de los codificantes para las proteinas SBP (AtSBP), cFBP1
(AtcFBP1), AGP (AtAGP) y NADPH*-MDH (AtMDH), se llevd a cabo la

cuantificacion de éstos mediante RT-qPCR (Figura 69).
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Figura 69.- Expresion relativa de los genes relativa de los genes AtSBP, AtcFBP1, AtAGP
y AtMDH en las lineas mutantes trxf1, trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4 respecto a la linea control
Col0 (arriba)y de la linea mutante trxm3 respecto a la linea control LE (abajo). Los analisis
de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde ADNCc retrotranscrito
de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias. Las plantas crecieron bajo condiciones
de dia largo. Los niveles de transcripcion son la media + desviacion estdndar de tres
experimentos independientes que se normalizaron por el método 2-AACT. Para relativizar
los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtSBP en Col0 (arriba) y LE (abajo).
Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre
(**p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).
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Con el mismo objeto se realiz6 la cuantificacion mediante RT-qPCR de los
genes que codifican para las proteinas PRK (AtPRK) y la GAPDH (AtGAPDH)
activados/inactivados por las 3 isoformas de la proteina redox CP12 (AtCP12-1,
AtCP12-2 y AtCP12-3) (Figura 70).
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Figura 70.- Expresion relativa de los genes AtPRK, AtCP12-1, AtCP12-2, AtCP12-3 y
AtGAPDH en las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxml, trxm2 y trxm4 respecto a la linea
control Col0 (arriba)y de la linea mutante trxm3 respecto a la linea control LE (abajo). Los
analisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde ADNc
retrotranscrito de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias. Las plantas crecieron
bajo condiciones de dia largo. Los niveles de transcripcién son la media + desviacion
estandar de tres experimentos independientes que se normalizaron por el método 2-
AACT. Para relativizar los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtPRK en Col0
(arriba) y LE (abajo). Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente
linea silvestre (**p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).

Como se observa, las lineas mutantes experimentaron variaciones
significativas respecto a las lineas wild type para la expresion de uno o varios de

estos genes. Estas variaciones se recogen en las tablas 19 y 20.
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AtSBP  AtFBPCI  AtAGP  AtMDH

trxfl 38%* 24%™* 30%™* 22%***
trxf2 37%** 17%** 35%***  16%**
trxml  74% 143% 50%* 39%**
trxm2  39%* 45%* 58% 22%***
trxm3  67%***  52%** 399%™ 47%**
trxm4  91% 356%** 109% 67%*

AtPRK  AtCP12-1 AtCP12-2 AtCP12-3 AtGAPDH

trxfl  34%* 6%*** 36%™* 165%™ 89%
trxf2 ~ 42%* 58% 73% 95% 124%
trxml  80% 58% 106% 163%* 204%*
trxm2  44%* 83% 117% 104% 307%™
trxm3  42%**  36% 23%*** 12%*** 46%**
trxm4  69% 89% 199% 183%* 225%*

Tablas 19 y 20.- Expresion relativa de los genes AtSBP, AtcFBP1, AtAGP y AtMDH (tabla
superior) y de los genes AtPRK, AtCP12-1, AtCP12-2, AtCP12-3 y AtGAPDH (tabla
inferior) en las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4 expresadas en %
respecto la expresion en las lineas silvestres ColO y LE. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (* p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 segln t-student).

Del analisis de los perfiles de expresion mostrados se aprecia que, en los
mutantes trxfl y trxf2 existe una disminucion significativa de la expresion génica
de todas las enzimas cuantificadas excepto AtGAPDH. Para el caso de la linea
trxm1 se observo una represion de los transcritos de los genes AtAGP y AtMDH,
mientras que la de resulté AtGPDH inducida. Ademas mostré un incremento en la
de AtCP12-3. En trxm2, la ausencia de TRXm2 reprimio la expresion de todos los
genes codificantes de este ensayo, excepto AtGPDH que experimentd una
induccion importante. EI mutante trxm4 mostr6 un incremento de forma
significativa la expresion de AtcFBP1 y AtGPDH con respecto a Col0, mientras la
expresion de AtMDH disminuyd, y por el contrario se vio aumentada la de AtCP12-
2 y AtCP12-3. Por ultimo, la linea trxm3 presento reprimida la expresion génica de
todas las enzimas cuantificadas en comparacion con LE excepto para el gen
AtCP12-1.
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C.4.2.- Inmunodeteccion de proteinas implicadas en el metabolismo de

carbohidratos.

Dos enzimas clave en las rutas gluconeogénicas del cloroplasto (biosintesis
de almidon) y del citosol (biosintesis de sacarosa) son las isoformas de FBPasa
cFBP1 y cyFBP, respectivamente. La obtencion de anticuerpos policlonales frente
a estas proteinas en trabajos anteriores del grupo de investigacion permitio el
analisis del contenido proteico de cada isoforma de FBPasa en los distintos

mutantes trx (Figura 71).
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Figura 71.- Reconocimiento inmunoldgico y cuantificacion de la sefial obtenida (abajo) de
la cFBP1, cyFBP y la RUBISCO Activasa (arriba). Se utilizaron los anticuerpos
cFBP1,cyFBP y RUBISCO activasa frente a 30 ug de extracto de roseta pertenecientes a
las lineas control Col0 y LE y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4.Las
plantas crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.
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El reconocimiento inmunoldgico de la cFBP1 reveld una mayor intensidad
de sefal mediante el programa Image J para el mutante trxm4 y una menor senal
en trxm3, ambos resultados coincidieron con los datos de cuantificacion de los
niveles de ARNm. Sin embargo, en el resto de mutantes, excepto en trxm1, no se
observo una correlacion con la disminucion de transcritos registrada. Esta falta de

correlacion podria explicarse por mecanismos de regulacion post-trasncripcional.

La otra isoforma de FBPasa no presentd variaciones observables entre

lineas mediante la técnica de western-blotting.

Por otro lado, utilizando un anticuerpo comercial (Agrisera) frente a la
RUBISCO activasa no se apreciaron cambios apreciables en las lineas mutantes
con respecto a las silvestres, con la Unica excepcion de la linea trxm2, con un

aparente menor contenido en RUBISCO activasa que el resto de lineas

C.4.3.- Determinaciéon de glucosa, sacarosa vy fructosa.

La determinacién del contenido de glucosa, fructosa y sacarosa se realiz6
en los extractos de hojas de roseta de 25 dias recogidas al inicio del ciclo de luz
de dia largo. En este estado fisioldgico se observaron variaciones significativas en

la cantidad de azucares solubles medidos en los mutantes (Figura 72).

Los valores de glucosa medidos en las lineas trxf2 y trxm4 fueron
significativamente menores y préximos a la mitad del obtenido para Col0 (55, 36
y 47%, respectivamente); en cuanto al mutante trxm3, éste también mostré

significativamente un valor menor de 34% en relacion al de su linea control, LE.

El contenido de fructosa de las lineas mutantes respecto a los controles
silvestres, fue significativamente bajo en el caso de los mutantes trxf2, trxm2 y
trxm4 con un contenido 24, 27 y 22% respectivamente menor que el de Col0. Por
ultimo, los valores de sacarosa de las lineas mutantes no mostraron ninguna

variacién significativa con respecto a las plantas control.
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Figura 72.- Determinacion del contenido en glucosa, fructosa y sacarosa en lineas
mutantes y control al inicio del ciclo de luz (0 h). Todos los valores fueron obtenidos en
hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de su media. Se indica la diferencia
significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y *p<0,01 segun t-
student).
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C.4.4.- Contenido en almidén a lo largo del ciclo de luz.

Se determind el contenido de almidon a las 0, 8 y 16 h del fotoperiodo para
poder evaluar el proceso metabdlico del mismo a lo largo de un ciclo dia/noche.
Los resultados de muestran en las figuras 73 y 74, mientras que las variaciones

encontradas entre lineas son detalladas en la tabla 21.

El almidén contenido en los mutantes trxf2 y trxfltrxf2 a las O horas, fue
significativamente menor que el cuantificado para Col0 (Figura 73A).Dicho patrén
se mantiene, también significativamente, para el doble mutante trxfl trxf2 a las 8
y 16 horas del ciclo de luz. Estas observaciones fueron corroboradas por las

tinciones realizadas con lugol de hojas de roseta.

En dichas hojas, recogidas en los mismos momentos del ciclo de luz que
las empleadas en realizar la determinacion enzimatica de almidén (Figura 73B),
se aprecia la menor coloracion en las lineas trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 a las 0 horas y
para el mutante trxfltrxf2 a las 8 y 16 horas, indicando que contienen menos

almidon.

Por otro lado, a las 0 horas del ciclo de luz el contenido en almiddn dentro
de los mutantestrxmly trxm2 almidén resulté significativamente menor al
cuantificado para ColO (Figura 74A). Esta tendencia no se observé nialas 8h nia
las 16 horas del ciclo de luz. En el caso del mutante trxm3 el valor de almidon
cuantificado fue menor, aunque de forma significativa, a las Oh y 8h que el

registrado para su linea control, LE.

Las tinciones realizadas con lugol realizadas con los mutantes de tipo m
confirmaron las diferencias observadas en la determinacion enzimatica (Figura
74B).
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Figura 73.- Anadlisis del contenido en almidén en linea control Col0 y los mutantes trxf1,
trxf2 y trxfl trxf2 a las 0, 8 y 16h de un ciclo de luz de dia largo. Todos los valores fueron
obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. A)
Cuantificacion de almidon en hojas de roseta de 25 dias. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar de su media y se indica la diferencia significativa
con respecto a la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y ***p<0,001 segun t-student).
B) Tincidn con lugol en hojas de roseta de mutantes en comparacion con la linea silvestre.
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Figura 74.- Andlisis del contenido en almidén en lineas control Col0 y LE y los mutantes
trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4 a las 0, 8 y 16h de un ciclo de luz de dia largo. Todos los
valores fueron obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones
de dia largo. A) Cuantificacion de almiddn en hojas de roseta de 25 dias. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de su media y se indica la diferencia
significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y ***p<0,001 segun
t-student). B) Tincién con lugol en hojas de roseta de mutantes en comparaciéon con la

linea silvestre.
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Horas de luz

0 8 16

trxfl 56 74 94

trxf2 17* 66 68

trxfl trxf2 =~ 31*  49***  49***

trxml 56 82 104
trxm?2 34* 92 100
trxm3 81*** 72* 115

trxm4 26* 92 99

Linea

Tabla 21.- Variacion (en %) entre las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4
respecto a las lineas control Col0 y entre la linea mutante trxm3 respecto a la linea LE,
del contenido en almidén extraido a las 0, 8 y 16 h del fotoperiodo. Se han marcado con
asterisco aquellos porcentajes que representan una variacion significativa (*p<0,05,
**p<0,01 *** p<0,001 segun t-student).

C.5.- Analisis del proteoma de las lineas mutantes trxf y m.

Los extractos de proteinas totales de las hojas de roseta de plantas de 25
dias de las lineas mutantes trxf1, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4 y de las lineas
silvestres Col0 y LE, fueron analizados en la Unidad de Proteémica de la
Universidad de Coérdoba (SCAI). Previamente los extractos fueron tratados para
conseguir la concentracion y condiciones de pureza optimas para la separacion
de los péptidos mediante una electroforesis bidimensional. Se realizaron 3

réplicas por cada extracto proteico.

En las figuras 75 y 76 se muestran los spots correspondientes a las

proteinas de cada una de las lineas analizadas.

Mediante andlisis informatico con el programa PDQuest® (Bio-rad) se
seleccionaron los spots en cada uno de los geles de las lineas mutantes cuya
expresion estaba reprimida o inducida en relacion al mismo spot localizado en los

geles de las plantas control.

Las proteinas correspondientes con los spots fueron digeridas y los
péptidos analizados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. La
comparacion con las bases de datos permitieron identificar los distintos péptidos,

se recoge en la tabla 22 y sus continuaciones.
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Figura 75.- Geles bidimensionales de las proteinas totales de rosetas de 25 dias de las
lineas ColO, trxfl y trxf2. Sefialados con circulo rojo: spots correspondientes a péptidos
reprimidos en las lineas mutantes; sefialados con circulo azul: spots correspondientes a
péptidos inducidos en lineas mutantes.
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Figura 76.- Geles bidimensionales de las proteinas totales de rosetas de 25 dias de las
lineas trxm1, trxm2, trxm4, LE y trxm3. Sefialados con circulo rojo: spots correspondientes
a péptidos reprimidos en las lineas mutantes; sefialados con circulo azul: spots
correspondientes a péptidos inducidos en las lineas mutantes.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

S Péptido PM pl N ID Gen

Péptidos reprimidos. Mutante trxf1.

1 | Transketolase-1, chloroplastic 80360 | 594 | 21 | Q84WI5 | At3g60750

g | vacuolartype i+ ATP synthase alpha | 69111 | 511 | 22 | QOWLF6 | At1g78900

3 Beta-Q-qucopyranosyI abscisate beta- 60877 | 674 | 9 | QISE50 | At1g52400
glucosidase

ATP synthase subunit alpha,

4 chloroplastic 55351 | 5,19 |22 | P56757 | Atcg00120
5 E‘rg‘g%shzltr’ﬁ?rggsrﬁgﬁttfse carboxylase | 5435 | 588 | 20 | 003042 | Atcg00490
6 | Elongation factor Tu, chloroplastic 51883 | 5,84 |12 | P17745 | At4g20360
7 | Myrosinase-binding protein-like 48524 | 5,12 | 11 | 004309 | At3g16470
8 | Aminomethyltransferase, mitochondrial | 44759 | 8,55 | 18 | 065396 | At1g11860
9 ﬁgﬁﬁ?g’gﬁ?ﬂo'r'oztlzzit'iiéy’ assembly factor | 44133 | 679 |18 | 082660 | At5g23120
10 | Putative clathrin assembly protein 67271 | 4,84 | 9 | Q9SA65 | At1g03050

Péptidos activados. Mutante trxf1.

11 | MLP-like protein 28 37819 | 52 | 9 | Q9SSK9 | At1g70830

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-
homocysteine methyltransferase 2
Chaperonin 60 subunit beta 1 (2)
chloroplastic

ATP synthase subunit alpha
(mitochondrial)

ATP synthase subunit beta,
chloroplastic

Glutamate-glyoxylate aminotransferase

12 84900 | 6,09 | 7 | Q94BN4 | At3g03780

13 64169 | 6,21 | 18 | P21240 | At1g55490

14 55296 | 6,23 | 17 | P92549 | Atmg01190

15 53957 | 5,38 |20 | P19366 | Atcg00480

16 | ¢ 53780 | 649 |21 | QILR30 | At1g23310
17 | Ferredoxin-NADP+ reductase 29893 | 5,91 6 F4J746 | At5g66190
18 Wﬁ?(%b'e serine/threonine kinase 65509 | 505 |12 | Q8S8Y8 | At3g18750

Tabla 22.- Proteinas reprimidas (color claro) e inducidas (color oscuro) en la linea mutante
trxfl. S: nidmero de orden de analisis; Proteina: nombre de la proteina; PM: peso
molecular; pl: punto isoeléctrico; N: nimero de péptidos; ID: nimero de identificacion en
UNIPROT; Gen: numero de Identificacion AGI del gen codificante de la proteina.
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Resultados

S Péptido PM pl N ID Gen
Péptidos reprimidos. Mutante trxf2.

19 Probgble m|toch9ndr|al-processmg 53520 | 572 | 8 | QOWW81 | At1g51980
peptidase subunit alpha-1

20 | Putative transketolase 80374 | 594 | 11 | Q8RWVO0 | At3g60750

o1 | Glutamate-glyoxylate 53980 | 6,21 | 13 | QUSTE9 | At1g70580
aminotransferase 2

22 | Myrosinase 2 63262 | 7,14 | 10 | Q9C5C2 | At5g25980
Chloroplast stem-loop binding protein

23 of 41 kDa b chloroplastic 42764 | 8,19 | 7 | Q9SA52 | At1g09340

oy, | 201 SEER SIS Sljgte, 55351 | 5,19 | 18 | P56757 | Atcg00120
chloroplastic

25 | ATP synthase subunit apha, 55296 | 623 | 18 | P92549 | AtMg01190
mitochondrial

oy |Gl ERElIR e Tes I 36962 | 6,67 | 9 | BIDGZ4 | At1g13440
dehydrogenase

o | NIMIESE Eshesis 52347 | 5,87 | 20 | P10896 | At2g39730
carboxylase/oxygenase activase

28 Ribulose _blsphosphate carboxylase 53435 | 5,88 | 17 | 003042 | AtCg00490
large chain

29 | Monodehydroascorbate reductase 52368 | 7,62 | 16 F41576 At1g63940
Photosystem Il stability/assembly

30 factor HGF136, chioraplastic 44133 | 6,79 | 7 082660 | At5g23120

31 | Triosephosphate isomerase, cytosolic | 27380 | 5,39 | 7 P48491 At3g55440

32 | Carbonic anhydrase 28509 | 5,29 | 12 | Q56X90 | At3g01500

Péptidos activados. Mutante trxf2.

33 5 methyltet.rahydropteroyltrlglutamate- 84604 | 6,09 | 21 | QBKCR2 | At5g17920
homocysteine methyltransferase

g | SUEmEE-gheyEie 53780 | 6,49 | 7 | QILR30 | At1923310
aminotransferase 1

35 | Malate dehydrogenase, mitochondrial | 36010 | 8,54 | 6 Q9ZP06 | At1g53240

Tabla 22 (Continuacién).- Proteinas reprimidos (color claro) e inducidas (color oscuro) en
la linea mutante trxf2. S: namero de orden de andlisis; Proteina: nombre de la proteina;
PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico; N: niamero de péptidos; ID: nimero de
identificacion en UNIPROT; Gen: numero de Identificacion AGI del gen codificante de la
proteina.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

S Péptido PM pl N ID Gen
Péptidos reprimidos. Mutante trxm1.
Glycine dehydrogenase
£ (decarboxylating) 2, mitochondrial ey Bl | T CEEZIZ | gl
37 | Chaperone protein ClpC1, chloroplastic | 103616 | 6,36 | 20 | Q9FI56 | At5g50920
38 | Transketolase 80245 599 | 13 | F4JBY2 | At3g60750
pgy | VIRUIEEE SRRl SRR 53435 | 588 | 17 | 003042 | AtCg00490
large chain
39 | Protease Do-like 1, chloroplastic 46817 6 5 | 022609 | At3g27925
ag | MARIE) SEITHE (Res6 TEAD (91 34972 | 837 |10 | 080934 | At2g37660
superfamily protein
Oxygen-evolving enhancer protein 1-2,
41 chloroplastic PsbO2 35226 592 | 17 | Q9S841 | At3g50820
apy | Srllerepligl) 2 5 BIe g [preeln 2. 28266 | 529s | 7 | POCJ48 | At1929920
chloroplastic (Lhbc1)
43 | Ferredoxin-NADP reductase FNR1 28980 525 | 11 | BODI26 | At5g66190
44 &21;‘:;" anhydrase 2, chloroplastic A, | 7855 | 574 | 18 | P27140 | At3g01500

Tabla 22 (Continuacion).- Proteinas reprimidas (color claro) e inducidas (color oscuro) en
la linea mutante trxm1. S: nimero de orden de andlisis; Proteina: nombre de la proteina;
PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico; N: nimero de péptidos; ID: nimero de
identificacion en UNIPROT; Gen: numero de Identificacion AGI del gen codificante de la
proteina.
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Resultados

S Péptido PM pl N ID Gen
Péptidos reprimidos. Mutante trxm?2.

58 | Annexin (fragment) 26494 703 | 6 BIDI12 At1g35720

59 Probable Fructose-bisphosphate 43132 6,78 | 10 | Q944G9 | Atag38970
aldolase

60 |(Z)-gamma-bisabolene synthase 1 64152 5,37 | 12 | Q9T0J9 At4g13280

Péptidos activados. Mutante trxm2.

g1 | Polyketide cyclase/dehydrase and | 49549 | 908 | 12 | Qo44M2 | Atdg14500
lipid transport superfamily protein

62 | ATP synthase subunit alpha 55280 6,01 | 9 | G1C2S9 | Atcg00120

g | SVEEElERE S EEsED 42748 | 7,62 | 17 | P25856 | At3g26650
dehydrogenase A, chloroplastic
Chloroplast stem-loop binding

e protein of 41 kDa b, chloroplastic wee SlE b oREher | ARG

65 | Rubisco activase 29225 4,83 | 3 | QOWLM1 | At2g39730

66 |Heat shock 70 kDa protein 14 92491 | 65,15 | 12 | Q9S7CO | At1g79930
Photosystem |l stability/assembly

67 factor HCF136 chioroplastic 44133 | 6,79 | 17 | 082660 | At5g23120

gy | SYEEEERE I pligsplEle 48086 | 6,33 | 10 | P25857 | At1g42970
dehydrogenase B, chloroplastic

g | T BRI ] 135898 | 6,66 | 16 | Q9S9J1 | At1g65110
hydrolase-related protein

70 m%gg‘;hydmascmbate reductase | 45600 | 641 | 4 | QOWUV6 | At3g52880
Glyceraldehyde-3-phosphate

71 dehydrogenase 2, cytosolic 37004 | 6,67 | 10 | Q9FX54 | At1g13440
Glyceraldehyde-3-phosphate

72 | dehydrogenase (NADP+) 37929 | 7,63 | 11 | B3H4P2 | At1g12900
(Phosphorylating)

73 | Probable glutathione peroxidase 5 19486 9,28 | 7 | Q9LYB4 | At3g63080

. | Wik plisiisln Loesise 11 10371 | 10,33 | 8 | B3H6G1T | At5g05113
mitochondrion

75 3‘:5::: resistance like protein A, | 111004 | 818 | 15 | QOWVEO | At5g40060

Tabla 22 (Continuacion).- Proteinas reprimidas (color claro) e inducidas (color oscuro) en
la linea mutante trxm2. S: nimero de orden de analisis; Proteina: nombre de la proteina;
PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico; N: niumero de péptidos; ID: nimero de
identificacion en UNIPROT; Gen: nimero de Identificacién AGI del gen codificante de la
proteina.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

S Péptido PM pl N ID Gen

Tabla 22 (Continuacion).- Proteinas reprimidas (color claro) e inducidas (color oscuro) en
la linea mutante trxm3. S: nimero de orden de andlisis; Proteina: nombre de la proteina;
PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico; N: nimero de péptidos; ID: nimero de

identificacion en UNIPROT; Gen: nimero de Identificacion AGI del gen codificante de la
proteina.
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Resultados

S Péptido PM pl N ID Gen

Tabla 22 (Continuacion).- Proteinas reprimidas (color claro) e inducidas (color oscuro) en
la linea mutante trxm4. S: nimero de orden de andlisis; Proteina: nombre de la proteina;
PM: peso molecular; pl: punto isoeléctrico; N: nimero de péptidos; ID: numero de

identificacion en UNIPROT; Gen: nimero de Identificacion AGI del gen codificante de la
proteina.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

Fueron identificados un total de 106 proteinas diferencialmente expresadas
(Figura 77). De éstas, 46 estan reprimidas y 61 estan inducidas en relacion al
control. Los mutantes trxfl y trxf2 tenian proporcionalmente un mayor numero de
proteinas reprimidas (24 sobre un total 35), mientras que los mutantes de trxms
tenian mayor numero de proteinas inducidas (50 sobre un total de 72). El analisis
de cada linea, muestra que trxf2 tiene mayor numero de proteinas reprimidos (14),

mientras que la mayoria de las proteinas de trxm2 estan activadas (15).

20 +
15 ~

10 4

-10 A

-15 -

-20 -
trxf1 trxf2 trxm1 trxm2 frxm3 trxm4

Figura 77.- Distribucion de las proteinas diferencialmente expresadas en los mutantes
trxfl, trxf2, trxml, trxm2, trxm3 y trxm4. Comparacion de proteinas reprimidas (rojo) y
proteinas inducidas (verde).

Algunas de las proteinas diferencialmente expresados identificadas,
pueden estar activadas para una linea y reprimidas para otra (Tabla 23).

trxfl | trxf2 | trxml | trxm2 | trxm3 | trxm4

trxfl 4

trxf2 2
trxml 3
trxm?2 0
trxm3 2
trxm4 11

6 4 1 0 0 11

Tabla 23.- Namero de proteinas diferencialmente expresadas que proteinas comunes
entre los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4. En verde proteinas comunes
activadas, en rojo proteinas reprimidas.
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Resultados

Las lineas trxfl y trxf2 comparten una proteina cuya expresion esta
reprimida, la glutamato-glioxilato aminotransferasa 1 (Q9LR30) y 3 activadas: la
subunidad mayor de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (O03042), la subunidad alfa
de la ATP sintasa cloroplastica (P56757) y el factor HCF136 cloroplastico de
estabilidad y ensamblado del PSII (O82660).

Las 4 lineas mutantes tipo m no comparten ninguna proteina
diferencialmente expresada. Si bien, existen varias coincidencias cuando la

comparacion se realiza entre 2 lineas:

El mutante trxm1 comparte 2 proteinas activadas con trxm2: la subunidad
beta de la ATP sintasa cloroplastica (P19366) ademas de la subunidad alfa de la
ATP sintasa mitocondrial (P92549) y 1 con la trxm3: la anhidrasa carbonica
cloroplastica 2 (P42737); por otro lado tiene en comun con trxm4 una proteina
reprimida,la subunidad mayor de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (003042). El
mutante trxm3 tienen en comun con trxm4 2 proteinas inducidas: la subunidad
beta de la chaperonina 60 Cloroplastidica 2 (Q9LJE4) y la glutamina sintetasa
(BODGD1).

También se dieron coincidencias entre mutantes de trxf y m. La linea trxfl
comparte 2 proteinas inducidas con el mutante trxm1: la subunidad beta de la ATP
sintasa cloroplastica (P19366) y la subunidad alfa de la ATP sintasa mitocondrial
(P92549); y 1 proteina reprimida: la subunidad mayor de la ribulosa bisfosfato
carboxilasa (003042). Por otro lado, trxf2 comparte con trxm4 2 proteinas
inducidas, la 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferasa
(Q6KCR?2) y la glutamato-glioxilato aminotransferasa 1 (Q9LR30) y la misma
proteina esta reprimida en los mutantes trxmly trxm4: la subunidad mayor de la

ribulosa bisfosfato carboxilasa (003042).
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

El analisis de las categorias funcionales y de las funciones moleculares a
las que pertenecen las proteinas diferencialmente expresadas mediante el uso de
la aplicacion Classification SuperViewer, muestra que los mutantes para TRXs f
agrupan las proteinas reprimidas en 12 categorias funcionales, y las proteinas
inducidas en 11. En este grupo no se encuentra ningun representante de la
categoria “desarrollo” (Figura 78). La categoria con mayor frecuencia normalizada

fue la de “transporte electronico”.

En general, se pudo detectar similitudes entre las frecuencias determinadas
para las proteinas identificadas en las lineas trxf1 y trxf2, no obstante se observé
diferencias en la categoria de “otros procesos bioldgicos”, en la cual la frecuencia
de las proteinas inducidas en trxfl fue menor que la de trxf2, y en la categoria de
“organizacion celular y biogénesis” en la cual la frecuencia correspondiente a las
proteinas inducidas en trxfl fue menor que la encontrada para trxf2, mientras que
la frecuencia de las proteinas reprimidas en trxf2 fue menor que la encontrada en
trxfl.

Finalmente, habria que destacar que solo se encontraron proteinas
reprimidas en la categoria “Desarrollo” para trxfl y trxf2, y “Transcripcion” y

“Transduccion de senales” para el trxf2.

En cuanto a las funciones moleculares se hallaron un total de 7 para
proteinas reprimidas y 9 para proteinas inducidas, no identificando ninguna
proteina reprimida en las categorias de “actividad kinasa” y “funcién desconocida”
(Figura 79). Se observaron diferencias de frecuencia normalizada de activacién
para las proteinas de ambas isoformas en las funciones de “actividad transferesa”
y “unién a nucledtidos”; y también diferencias en las frecuencias de represién para

la categoria “otras actividades enzimaticas”.

Pudieron destacarse funciones que estaban reprimidas pero no inducidas,
como las de “actividad hidrolasa”, “transporte”, “unién a ADN/ARN” y “union a
proteinas” en trxf2 y por otro lado funciones inducidas pero no reprimidas como la
de “actividad kinasa” y la de “funcién desconocida” en trxfl. Por ultimo, el mutante
trxf2 no presentd proteinas diferencialmente expresadas incluidas en “actividad

kinasa”, o “funcién desconocida”.
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Resultados

Frecuencias Normalizadas
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Figura 78.- Categorias funcionales en las que se agrupan las proteinas diferencialmente
expresadas en los mutantes trxfl y trxf2, comparadas por frecuencias normalizadas
obtenidas mediante el uso de la aplicacion informatica Classification SuperViewer.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana
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Figura 79.- Funciones moleculares de las proteinas diferencialmente expresadas en
mutantes trxfl y trxf2 comparadas por frecuencia normalizada obtenidas mediante el uso
de la aplicacion informéatica Classification SuperViewer.
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Resultados

En relacion a las lineas defectivas en TRXs m, se determinaron 8
categorias comunes para proteinas reprimidas y 9 para proteinas inducidas,
(Figura 80). La categoria con mayor frecuencia normalizada fue la de “transporte
electronico”. Sobresalieron las frecuencias correspondientes a proteinas
reprimidas en la linea trxm4 para las categorias de “transporte electrénico” y
“transcripcion”. Se observd una induccién, pero no represion, en las categorias
de “desarrollo” y “organizacién celular y biogénesis”, en el caso de la linea trxm4;

y de “transduccion de sefales” en el caso de los mutantes trxm2, trxm3 y trxm4.

En cuanto a las funciones moleculares asignadas, se obtuvieron un total de
10 para las proteinas reprimidas y 11 para las proteinas inducidas debido a que
no aparecieron proteinas reprimidas en las categorias de “Funciéon desconocida”
(Figura 81). Sobresalieron, por su mayor frecuencia de proteinas reprimidas sobre
la determinada para el resto de mutantes, trxml y trxm2 en “otras actividades
enzimaticas”; trxml en “union a ADN/ARN?”, trxm3 en “actividad kinasa” y
“actividad transferasa”; y trxm4 en “transporte”, “actividad hidrolasa” y “otras
funciones moleculares”. En cuanto a la frecuencia de proteinas reprimidas,
destacaron trxml en “unioén a ligandos” y “actividad transferasa”; trxm3 en “otras
funciones moleculares”; trxm4 en “otras actividades enzimaticas”, “unién a
ADN/ARN”y “actividad transferesa”. Aparecieron funciones donde se observa solo
activacion pero no represion como la actividad hidrolasa (en el caso de trxm2),
“actividad transferasa” (trxm4), “transporte” (trxml, trxm2 y trxm3), “unién a
ARN/ADN” (trxm2 y trxm4), “unidén a nucleoétidos” (trxm3), “union a proteinas”
(trxm4) y “otras actividades enzimaticas” (trxm3); asi mismo se observan
categorias en las cuales solo hay represién pero no induccién, como es el caso
de la “actividad transferasa” (trxm3), “transporte” (trxm4). Por ultimo se observo
gue no hay proteinas diferencialmente expresadas con “actividad transferasa” en

el mutante trxm2, ni en la categoria de “unién a ARN/ADN” en el mutante trxm3.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

Frecuencias Normalizadas
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Figura 80.- Categorias funcionales en las que se agrupan las proteinas diferencialmente
expresadas en los mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4, comparadas por frecuencias
normalizadas obtenidas mediante el uso de la aplicacion informatica Classification
SuperViewer.
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Resultados

Frecuencias Normalizadas
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Figura 81.- Funciones moleculares de las proteinas diferencialmente expresadas en los
mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4 comparadas por frecuencia normalizada obtenidas
mediante el uso de la aplicacion informatica Classification SuperViewer.
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Caracterizacion funcional de las TRXs f y m en A. thaliana

D.- Estudio de lineas defectivas en TRXs f y m de
Arabidopsis en condiciones de estrés.

D.1.- Respuesta y adaptacion al estrés por luz.

Mantenidas en condiciones de luz continua (600 PAR) y una temperatura
constante de 20 °C durante 8 dias se observa que los lineas mutantes con ecotipo
Col0 presentaron hojas de roseta con una tonalidad mas oscura que la linea
control (Figura 82A).
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Figura 82.- Fenotipos de las lineas silvestres Col0 y LE, y los mutantes trxm1, trxm2,
trxm3 y trxm4 bajo condiciones de estrés por alta intensidad luminica. Las plantas
crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo. A) Fenotipos obtenidos después
de un tratamiento de 8 dias a600 PAR y una temperatura constante de 20 °C durante24
h. B) Contenido de antocianinas en las hojas de roseta de las plantas sometidas a
tratamiento. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media de 4
individuos por linea. Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente
linea silvestre (**p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).
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La determinacion del contenido de antocianinas en hojas de roseta sefald
significativamente que los mutantes simples trxfl y trxf2 presentaban casi3 veces
mas contenido en este pigmento que Col0. En el caso de trxfl trxf2, trxm2, y trxm4
este aumento supuso 2 veces aproximadamente el valor control y algo menos
menos para trxml. Al contrario que el resto de lineas, el mutante trxm3se vio
menos afectado por el tratamiento de luz continua respecto a la linea control, LE.
La cuantificacion de antoncioninas confirmé significativamente este fenotipo
(Figura 82B).

D.2.- Respuesta y adaptacion al estrés oxidativo.

D.2.1.- Acumulacion de ROS en condiciones fisioldgicas normales.

Los mutantes trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 mostraron similar grado de coloracion
que la linea Col0 tras la tincion histoquimica DAB y mas intensidad que dicha linea
control en el caso de la tincién con NBT, indicando un mayor contenido de Oz
(Figura 83).

DAB NBT DAB NBT

Figura 83.- Acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en hojas de roseta de
las lineas control Col0 y LE, y los mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y
trxm4. Tras 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo las plantas fueron
sometidas in situ a las tinciones histoquimicas 3,3'-diaminobencidina (DAB) y nitroazul de
tetrazolio (NBT) para mostrar los niveles acumulados de H.O» y Oy
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D.2.2.- Inmunodeteccién de proteinas implicadas en en procesos de detoxificacion
de ROS.

La 2-Cys PRX es una enzima cloroplastidica con actividad peroxidasa o de

eliminacion de H202 que podria servir como marcador de estrés oxidativo en el
cloroplasto. Sin embargo, las lineas analizadas no mostraron incrementos en 2-
Cys PRX en ninguna linea estudiada, mostrando incluso un menor contenido en
trxf2 y trxm2 (Figura 84).
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Figura 84.- Reconocimiento inmunolégico y cuantificacion de la sefial obtenida. Se
utilizaron los anticuerpos 2 Cys-PRX y SRX frente a 30 ug de extracto de roseta
pertenecientes a las lineas control Col0 y LE y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2,
trxm3 y trxm4. Las plantas crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.

Los niveles normales de H202 detectados mediante tincién DAB estarian en
linea con unos niveles no inducidos de 2-Cys PRX en estos mutantes. Otra enzima
que podria servir como un potencial marcador de estrés oxidativo en el cloroplasto
y la mitocondria (Iglesias-Baena et al., 2010) seria la SRX, encargada de revertir
el estado de oxidacion hasta tioles de cisternas sobre-oxidadas a &acidos

sulfinicos.
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La deteccion con el anticuerpo especifico mostré un aumento de SRX en
los mutantes trxfl, trxf2 y trxm4 y una disminucion para el de trxm2 (Figura 84).
Este resultado sugiere la existencia de una mayor nivel de sobre-oxidacion de

cisteinas en las lineas con mas SRX.

Los anticuerpos anti-PRX y anti-SRX fueron amablemente cedidos por el

Dr. Juan José Lazaro Paniagua.

D.2.3.- Efecto del NaCl y el H2O2 sobre la germinacion.

Semillas mutantes trx y silvestres fueron expuestas a concentraciones de
NaCl 50 y 150 mM en el medio de crecimiento para determinar el papel de cada
isoforma de TRX f o m sobre la capacidad germinativa de Arabidopsis en medios

salinizados.

En la figura 85 puede observarse como la linea trxm3 fue la unica afectada
en la germinacion a una concentracion de 50 mM de sal, alcanzando una tasa
maxima del 65% a los 7 dias, mientras que todas las semillas del silvestre LE

lograron germinar a los 3 dias en la camara de cultivo.

Sin embargo, la tasa de germinacién de trxm3 en medio sin sal mostré un
porcentaje similar al del medio con sal, por lo que esta concentracion salina, como
para el resto de las lineas mutantes, tampoco resulté afectar a la germinacion de

trxm3.

Sin embargo, el tratamiento con NaCl con una concentracion tres veces
superior a la anterior si produjo un claro efecto sobre la tasa de germinacion en
los mutantes simples trxfl y trxf2, los cuales mostraron un retraso de 2 dias en la

germinacioén, hasta alcanzar el porcentaje ligeramente inferior al del silvestre Col0.

Ademas, la falta de ambas isoformas en trxfl trxf2 tuvo un efecto
acumulativo, puesto que en los ensayos, ademas de un mayor retraso en germinar
que el mostraron los mutantes simples, se alcanzé una tasa de germinacién un

20% inferior al final del experimento.

A diferencia de las lineas trxf, las lineas trxml y trxm2 no presentaron
diferencias significativas con respecto a la linea control; sin embargo, el mutante

trxm4 si mostré una tasa un 15% inferior con respecto al silvestre.
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Finalmente, la presencia de NaCl a las concentraciones utilizadas en estos
ensayos no pareci6 afectar a la germinacion de la linea trxm3, que ya mostré un

defecto en el proceso germinativo en ausencia de estrés.
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Figura 85.- Tasa de germinacion (%) de las semillas de los mutantes trxfl, trxf2, trxm1,
trxm2, trxm3 y trxm4 en relacion a las respectivas lineas silvestres Col0O y LE durante 7
dias en un medio de cultivo suplementado con 50 mM NacCl (izquierda) y 150 mM NacCl
(derecha). Las plantas crecieron bajo condiciones de dia largo (16h/8h). Cada punto es
la media de 3 réplicas de 30 semillas. Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar de la media.

A diferencia del NaCl, los tratamientos con 5 y 15 mM H202 (Figura 86)
afectaron de manera similar a todas las lineas en estudio, incluyendo los
silvestres. Como ya ocurrio con los tratamientos con sal, las diferencias
observadas en las curvas de LE y trxm3 no se debieron a la presencia de esta

especie oxidante, ya que las curvas de germinacién mantuvieron un desfase de
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aproximadamente el 40%, que fue el observado en los ensayos de germinacion

en condiciones normales de germinacion.
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Figura 86.- Tasa de germinacion (%) de las semillas de los mutantes trxfl, trxf2, trxm1,
trxm2, trxm3 y trxm4 en relacién a las respectivas lineas silvestres Col0 y LE durante 7
dias en un medio de cultivo suplementado con 5 mM H;0; (izquierda) y 15 mM H.0;
(derecha). Las plantas crecieron bajo condiciones de dia largo (16h/8h).Cada punto es la
media de 3 réplicas de 30 semillas. Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar de la media.

D.2.4.- Efecto de diferentes tipos de estrés sobre el crecimiento.

Ademas del estudio de cdmo afectaba el estrés provocado por NaCl y H20:2
a la germinacion de los mutantes trx, se disefiaron experimentos para determinar
la respuesta de las plantulas de 5 dpg a la exposicidén a distintas condiciones de
estrés. Al estrés salino y oxidativo, ya analizados en germinacion, se anadié el frio

y el choque térmico.
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De manera similar a la germinacion, los mutantes trxfl y trxf2 no mostraron
mayor susceptibilidad que la linea silvestre al NaCl, al menos en las condiciones
experimentales ensayadas. El doble mutante trxfl trxf2, a diferencia de los
ensayos de germinacion, no se vido mas afectado que el silvestre durante los

ensayos (Figura 87).
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Figura 87.- Fenotipos de las lineas ColO, trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 bajo distintos tratamientos
de estrés. Las plantas crecieron durante 5 dias bajo condiciones de dia largo y
posteriormente fueron trasplantadas a medio MS (Control); medio MS suplementado con
100mM NacCl; medio MS suplementado con 5 mM H>O,. Por otro lado fueron sometidas
durante 10 dias a 8 °C en condiciones de dia largo (frio) y durante 3 horas a 37 °C
(choque térmico).

Sin embargo, y sorprendentemente, tantos los mutantes simples como el
doble mutante mostraron una mayor tolerancia a 5 mM de H202 que la linea control
Col0, mostrando el doble mutante trxfl trxf2 un menor desarrollo que las lineas
parentales. El crecimiento a baja temperatura (8 °C, 10 dias) pareci6é afectar mas
al mutante trxfl trxf2 que al resto de lineas. De manera similar, el tratamiento de

choque térmico provocé danos irreversibles en el mutante doble, provocando la
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muerte a las plantulas del ensayo. De los mutantes simples, la linea trxf2 se vi6

mas afectada por la alta temperatura (37 °C, 3 h) que la linea trxf1.

A diferencia de las lineas defectivas en TRXs f, los mutantes trxm1, trxm2
y trxm4 presentaron mayor resistencia que la linea Col0 tras el tratamiento salino,

pero no se apreciaron diferencias en condiciones de estrés oxidativo (Figura 88).
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Figura 88.- Fenotipos de las lineas Col0, trxm1, trxm2, trxm4, LE y trxm3 bajo distintos
tratamientos de estrés. Las plantas crecieron durante 5 dias bajo condiciones de dia largo
y posteriormente fueron trasplantadas a medio MS (Control); medio MS suplementado
con 100mM NaCl; medio MS suplementado con 5 mM H,0.. Por otro lado fueron
sometidas durante 10 dias a 8 °C en condiciones de dia largo (frio) y durante 3 horas a

37 °C (choque térmico).

Las bajas temperaturas afectaron en menor grado al mutante trxm4,
mientras que tras el choque térmico, la linea trxm1 mostré menor capacidad de
resistencia/recuperacion al estrés que el resto de lineas y no sobrevividé al
tratamiento. Aunque el mutante trxm2 si sobrevivid, desarroll6 hojas cloréticas tras
el mismo. Por ultimo el mutante trxm3 mostré un comportamiento similar al de su

linea silvestre LE en todas las condiciones experimentales ensayadas.
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E.- Respuesta a la salinidad de las TRXs f y m durante el
estadio post-germinativo de Arabidopsis y guisante.

E.1.- Expresién génica de AtTRXs f y m en plantulas de Arabidopsis

sometidas a estrés salino.

Se analizé la respuesta de las distintas isoformas de TRXsf y m en semillas
de Arabidopsis germinadas bajo condiciones de estrés salino a lo largo de los 5
dpg (Figura 89).

Cuando las semillas fueron sometidas a concentraciones de 50 y 100 mM
NaCl, los niveles de ARNm de todos los genes disminuyeron drasticamente en el
primer dpg. No obstante, al tercer dpg, los niveles de expresion aumentaron,
alcanzando valores similares a los de las plantas control. A los 5 dpg se observo

un incremento significativo de los niveles de ARNm de todas las TRXs analizadas.

En respuesta al tratamiento de 50 mM NaCl, AtTRXm1 presentd un
incremento de 20 veces en relacion al control; el resto de genes presentaron

inducciones en torno a las 10 veces con respecto al control.

El incremento fue incluso mayor en plantulas cultivadas con concentraciones
de NaCl de 100 mM, alcanzando para AtTRXf2 valores de induccion de 43 veces
con respecto al control y mas de 20 veces para TRXfl, TRXf2 y TRXm4,
observando una relacion directa entre el nivel de induccion y la concentracion de

NacCl utilizada en el tratamiento.

El resto de genes analizados mostraron incrementos en la acumulacion de
transcritos similares al otro tratamiento salino con la mitad de concentracion de
NacCl.
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Figura 89.- Expresion génica de TRXs fy m en plantulas de A. thaliana cultivadas in vitro
alos 1, 3y 5 dias después de su germinacion en condiciones control y en presencia de
50 y 100 mM de NaCl. Los niveles de transcripcion son el resultado de 3 experimentos
independientes y se normalizaron por el método 2-AACT. Cada valor es la media +
desviacion estandar de tres determinaciones derivadas de dos preparaciones distintas de
ADNc. Para relativizar los niveles de expresion se utilizé el valor de AtTRXfl en
condiciones control el dia 1. Se indican las diferencias significativas con respecto a la
linea control (* p < 0,05 segln t-Student).

E.2.- Expresion de los promotores de PsTRXf y PSTRXm1l en plantas
etioladas.

A continuacién, se investigé el comportamiento de las TRXs ml y f de
guisante en organos fotosintéticos en condiciones de oscuridad para determinar
si, como ocurria en tejidos heterotréficos, su expresion no era exclusivamente
dependiente de la luz. Para ello se usaron lineas de A. thaliana que portaban
construcciones del gen reportero GUS bajo el control de los promotores de
PsSTRXf y ml (Barajas-Lépez et al., 2007). Estas lineas se cultivaron en
condiciones de dia largo o de oscuridad para permitir la fotomorfogénesis,
inducida por la luz, o bien para bloquear la diferenciacién del plastidio en

etioplastos, conocida como ecotomorfogénesis (Figura 90).
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Control PsTRX f::GUS PsTRX m1::GUS

A B C

Oscuridad .\

Luz

Figura 90.- Localizacion histoquimica en A. thaliana de la expresion GUS bajo el control
de los promotores de las TRXs plastidiales de guisante. (A, D, G) plantas transgénicas
control transformadas con vector pBI101. (B, E, H) plantulas de A. thaliana con la
construccion PSTRX f::GUS. (C, F, I) plantulas de A. thaliana con la construccion PSTRX
m1::GUS. Plantulas de A. thaliana de 7 dias fueron cultivadas en presencia (D-l), o en
ausencia de luz (A-C). (G, H, I) Aumento de las areas enmarcadas en D, E y F que
muestran detalles de la zona meristematica.

A los 7 dias, las plantulas etioladas expresaron claramente ambos genes de
TRXs en cotiledones no verdes; sin embargo, la expresion de GUS fue menos
intensa que la observada en las plantulas expuestas a luz. A diferencia de en
cotiledones, la coloracién de los hipocotilos etiolados fue muy tenue.

Cabe destacar que la senal detectada en presencia de luz en las células
meristematicas fue mucho mas evidente en el caso de PsSTRXf que para
PsTRXmL1.
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E.3.- Busqueda de elementos reguladores relacionados con salinidad en

regiones promotoras de PSTRXfy PSTRXm1.

El estudio de los elementos de regulacion génica presentes en las
secuencias promotoras de PSTRXf y PSTRXm1 (Barajas-Lopez et al., 2007) se
llevé a cabo con la base de datos de PLACE, al igual que con el analisis de las
regiones promotoras de A. thaliana. Gracias a esta herramienta se identificaron 4
secuencias relacionadas con la respuesta a estrés abidtico por sal, 3 de ellas

comunes a los dos genes (Figura 91).
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Figura 91. Localizacién de los elementos reguladores relacionados con estrés abi6tico.
Se indica la longitud de los fragmentos, en el caso de PSTRXf tomando como referencia
el codon de inicio (ATG) de la traduccion y en el caso de PSTRXmL el sitio de inicio de la
transcripcion, marcado con un triangulo invertido negro.

Se hallaron los motivos reguladores de respuesta frente a estrés salino
TAAAGSTKST1, PREARPRODH y MYB1AT/MYBST1. Como ya se comento,
estas secuencias estan asociadas a mecanismos de activacion de sistemas de
defensa como canales iénicos y las vias de respuesta celular mediadas por los

factores de transcripcion de la familias DOF y MYB.

E.4.- Andlisis de la expresion de PsTRXsf y m en plantulas en fase post-

germinativa del desarrollo.

La cuantificacion mediante RT-qPCR de la expresion de PSTRXf, m1, m2 y
de FNR en apice de la raiz, raiz, cotiledén y epicotilo de plantulas de guisante en
estadios iniciales del desarrollo indicé una mayor expresion en cotiledones a los

2, 3y 5 dpi (dias post-imbibicion, Figura 92B).
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Figura 92.- Analisis de la expresion de PSTRXf, m1 y m2 y FNR y actividad G6PDH en
plantulas de P. sativum. Las semillas se embebieron en agua y se incubaron a 22 °C en
condiciones de dia largo. (A) llustracion de las plantulas de guisante en la que se indican
las diferentes partes de la anatomia utilizadas para el aislamiento de ARNm y proteinas.
(B) Cuantificacion del contenido relativo de ARNm (teniendo en cuenta los valores
determinados para el apice de la raiz como el valor de referencia) para los genes PSTRX
f, m1y m2y FNR. Cada valor es la media de tres determinaciones de ADNc, y las barras
de error las desviaciones estandar. (C) Reconocimiento inmunoldgico de las PSTRXs fy
ml en 30 ug de extractos muestreados a los 2, 3 y 5 dpi (D) Actividad G6PDH en
diferentes partes de la plantula de guisante.
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Sin embargo, PSTRXm2 mostré una disminucion de su expresion en las
raices mas crecidas. Comparando el patrén de expresion de la PSTRXf con el de
la PSTRXm1, se observd que ambos genes se comportaron de manera similar,
con la excepcion de una mayor la acumulacion de ARNm de PSTRXm1l en
epicotilos de 3 dpi. Por su parte, el perfil de expresion de FNR (Newman and Gray,

1988; Yanagisawa, 2004) fue similar al mostrado por PSTRXfy m1 (Figura 92B).

Para contrastar estos resultados se analizaron los niveles de TRXs
mediante la técnica de western-blotting (Figura 92C). Dicho experimento mostrd
que la sefal TRX m estaba presente en todos los 6rganos analizados, siendo
destacable una mayor intensidad de sefial de TRX m en el apice de la raiz que en
el resto de la raiz, un resultado opuesto a lo que se obtuvo en el analisis de
acumulacién de ARNm mediante RT-gPCR. A diferencia de TRX m, sélo pudo
detectarse TRX f en epicotilos de 5 dpi.

El NADPH es la fuente de poder reductor de las TRXs plastidiales en
organos no fotosintéticos como las raices o los cotiledones de guisante, por ello
se comprobd la actividad de la G6PDH, enzima clave para la produccion de

NADPH por el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato.

Se determiné una mayor actividad G6PDH en raiz y meristemo de la raiz
en plantulas de 5 dpi (Figura 92D), mientras que en cotiledones y epicotilo la
actividad enzimatica se mantuvo sin cambios en el intervalo de desarrollo
estudiado. La actividad G6PDH en raiz de 5 dpi fue 10 y 6 veces mayor que la
cuantificada en cotiledones y meristemo de la raiz a los 2 dpi, respectivamente.
En el resto de muestras, con excepcion de la baja actividad G6PDH de los
cotiledones, la actividad G6PDH en epicotilo y apice de la raiz presentaron valores

similares.

E.5.- Andlisis de la expresion de PSTRXs f y m en érganos fotosintéticos y

heterotroficos de plantulas de guisante en respuesta a NaCl.

Para obtener informacién sobre el papel de TRXf, m1 y m2 de guisante
frente a estrés abidtico, se estudio la respuesta a la salinidad embebiendo las
raices de plantulas de guisante en una solucion de NaCl 50 mM durante 24 y 72
h.
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Se analizé, ademas, la expresiéon de la enzima ascorbato peroxidasa
citosolica (APX1), un indicador de respuesta a estrés salino. En la figura 93 se
muestran los niveles de expresidn génica en los 6rganos en crecimiento, raices y

epicotilo, de plantulas de guisante en respuesta a NaCl.

24 h INCUBACION

control NacCl

-

« o

{85

72 h INCUBACION

control NaCl

Figura 93.- Efecto del tratamiento de estrés salino 50 mM NaCl a las 24 y 72 horas
respectivamente. Se sefiala con flechas las regiones analizadas (raiz e hipocotilo) que
mostraban signos evidentes de dafio por el estrés al que fue sometida la plantula.

Después de 24 h de tratamiento, PSTRXm1 y FNR mostraron los niveles
mas altos de induccion en raices (mas de 6 veces con respecto a las muestras
incubadas con H20), seguidos por el aumento de la acumulacion de transcrito de
APX1 (2 veces mayor que en las muestras sin tratar). Tanto PSTRXf como
PSTRXm2 no presentaron variaciones en los niveles de ARNm en estas
condiciones experimentales. En las raices expuestas 72 h a NaCl se aprecio un
descenso en los niveles de ARNm. La respuesta a sal en epicotilos fue

sensiblemente diferente a la descrita en raices (Figura 94).
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Figura 94.- Expresion génica relativa de PsTRX f, m1 y m2, FNR y APX1 en epicotilos y
las raices de las plantulas tratadas con NaCl. La acumulacion de ARNm de los diferentes
genes fueron analizados por qPCR. Las semillas se empapan en agua durante 48 h hasta
gue aparecieron las plumulas y luego las plantulas se transfirieron a placas que contenian
50 mM de NaCl o agua (control). Epicotilos y raices se analizaron tras 24 h'y 72 h. El
contenido relativo de ARNm se normaliz6 con respecto al obtenido en condiciones control.
Cada valor es la media de tres determinaciones de ADNc, y las barras de error las
desviaciones estandar. Se indican las diferencias significativas con respecto a la linea
control (* p < 0,05 segun t-Student).
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Para PSTRXf se produjo una induccién a las 24 h de tratamiento, pero
ningun efecto apreciable a las 72 h. Los otros genes analizados (PSTRXm1 y m2
y FNR) no registraron cambios significativos durante las primeras 24 h de ensayo.
No obstante, después de 72 h se observo una induccion en la expresion de FNR
y PSTRXm1 de 5 y 2 veces, respectivamente. PSTRXm2 so6lo mostroé un ligero

incremento en el nivel de transcrito después de 72 h con la solucién de NaCl.

Como podiamos esperar, APX1 mostré una claro aumento en los niveles

de ARNm en respuesta a NaCl.

La G6PDH ha sido descrita como una enzima inducida en situaciones de
estrés salino (Nemoto and Sasakuma, 2000). Por este motivo, se realizaron
ensayos de actividad G6PDH en extractos de plantulas incubadas en NaCl y se

compararon con las plantas control en H20.

Los ensayos enzimaticos llevados a cabo evidenciaron un incremento de
un 50% en la actividad G6PDH a las 24 h de tratamiento, indicando la efectividad
de las condiciones experimentales utilizadas (Figura 95); aunque, por otro lado,
los valores normales de actividad se recuperaron a las 72 h. Por el contrario, en

epicotilos no se aprecié ninguna variacion de actividad significativa.
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Figura 95.- Actividad G6PDH inducida en respuesta a la salinidad. Las actividades
relativas se normalizaron con respecto al obtenido en condiciones control. Se indican las
diferencias significativas con respecto a la linea control (* p < 0,05 segun t-Student).
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Para determinar el efecto del estrés por salinidad sobre los niveles de
proteina se llevo a cabo un experimento de western-blotting, utilizando para ello
anticuerpos especificos anti-PsTRX f y anti-PsTrx m (Barajas-Lopez et al., 2007).
El contenido en PsTRX f en epicotilo, después de 24 h de tratamiento, no vario
con respecto al control, sin embargo, tras 72 h se produjo un descenso en los
niveles de PsTRX f en los epicotilos estresados (Figura 96). Al contrario que
PsTRX f, la isoforma PsTRX m se indujo en respuesta al estrés salino tanto a las
24 h como alas 72 h.

24 h 72 h
Control NaCl Control NacCl

T Anti-PsTRX f

_ R q Anti-PsTRX m

Figura 96.- Reconocimiento inmunolégico de las TRXs f y m1 de P. sativum en extractos
de epicotilos pertenecientes a plantas germinadas en presencia de agua (control) y 50
mM NaCl, tras 24 y 72 h de tratamiento. En el ensayo se utilizaron 30 ug de cada extracto
previamente cuantificados.

Los niveles de PsTRX f y m en radiculas estaba por debajo del umbral de
deteccion de la técnica empleada. Aunque el anticuerpo anti-TRX m utilizado fue
producido frente a PsTRX m1, debido a la similitud de secuencia entre las dos
isoformas del tipo m de guisante no se puede descartar una reaccion cruzada de

estos anticuerpos con PSsTRX m2.

E.6.- Crecimiento de cepas de levadura complementadas con PSTRXs en

medios hipersalinos.

Las formas maduras de PsTRX f y ml fueron expresadas con el vector
pFL61, de alto numero de copia, en la cepa de Saccharomyces cerevisiae EMY63,
deficiente en la expresiéon de TRXs (Muller, 1991) segun se habia descrito en un
trabajo previo (Traverso et al., 2008). Las lineas de levadura transgénicas
obtenidas crecieron en medios con concentraciones de NaCl que iban desde 0,45
hasta 0,65 M. Los resultados obtenidos mostraron que ambas proteinas conferian
ala cepa EMY63 la capacidad de crecer a concentraciones de NaCl de hasta 0,65
M (Figura 97).
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A B
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Figura 97.- Complementacién de una cepa de levadura deficiente en la expresion TRX
(cepa EMY63, control) en condiciones de alta concentracion de NaCl. El ADNc de la
PsTRX fy la PSTRX ml se clon6 en el vector pFL61. (A) 30 ug de proteina soluble de
cada linea se analiz6 mediante western-blotting. (B) Respuesta de las cepas ante una
concentracion 5 M de NaCl. (C) Los cultivos de levadura se sembraron a una densidad
de 10 7 céls./mL* y 7 uL de diluciones seriadas en medio sélido. Como control positivo
se utilizo el agente oxidante tBHP..
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Discusion

A.- Expresion y localizacion de las TRXs f y m en organos
fotosintéticos y no fotosintéticos.

En organismos vegetales, las TRXs de tipo f y m componen dos familias de
proteinas inicialmente descritas en cloroplastos. Dentro de esta localizacion se las
implicéd con la activaciéon de enzimas pertenecientes a las rutas metabdlicas de
asimilacion de carbono y por ello su localizacion y funciones se restringieron a

organos y tejidos de la planta capaces de llevar a cabo el proceso fotosintético.

Sin embargo los trabajos realizados en los ultimos 15 afios han demostrado
que la expresion de las TRXs f y m también se produce en 6rganos carentes de
cloroplastos, como es el caso de cotiledones, raices y flores de guisante (Pagano
et al., 2000; Barajas-Lopez et al., 2007; Traverso et al., 2008).

Las primeras funciones propuestas en estos organos fueron las de
intervenir en la activacién de enzimas implicadas en la respuesta a estrés oxidativo
y en la movilizaciéon de metabolitos de reserva durante la germinacion aunque, de
forma posterior, muchas otras investigaciones han caracterizado nuevas
funciones putativas en érganos heterotréficos como se describid en el capitulo de
Introduccion y se han hecho numerosos esfuerzos en caracterizar roles

especificos para cada una de sus las isoformas existentes.

Aun asi, todavia es relativamente escasa la informacion que se tiene a este
respecto pues como en el caso de otros componentes de familias multigénicas
resulta complejo discernir entre especificidad y redundancia funcional. Ademas,
algunos autores han evidenciado un cruzamiento funcional entre las TRXs y otras

reductasas de grupos SH, como es el caso de las GRXs (Reichheld et al., 2007).

La presente tesis continué en A. thaliana el estudio de localizacion vy
caracterizacion funcional de las TRXs f y m debido fundamentalmente al hecho de
que su genoma esta secuenciado, la mayor facilidad para obtener lineas
transgénicas y por la homologia secuencial existente entre sus distintas isoformas

y las de otras especies vegetales como el guisante.
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Con el fin de entender mejor el rol de las distintas isoformas de TRXs fy m
en la fisiologia de los vegetales, en primer lugar abordamos un analisis
comparativo de expresiéon génica y cuantificacion de proteina en 6rganos
pertenecientes a diferentes estadios de desarrollo de Arabidopsis. Tanto
heterotréficos (raices y flores), como fotosintéticos (cotiledones hojas de roseta
antes de la aparicion de tallo y de forma posterior la aparicion de éste, los propios

tallos y silicuas).

Tras el estudio de expresion génica se comprobé como la cantidad de
transcritos correspondientes a los genes AtTRXf1/f2 y AtTRXm1/m2/m3/m4 en

distintos 6rganos presentaban patrones diferenciados entre tipos e isoformas.

En el caso de las TRXs de tipo m, a nivel global las mayores
cuantificaciones de ARNm se corresponden con las pertenecientes al gen
AtTRXm1, seguidas de las de AtTRXm2 y AtTRXm4, siendo las mas bajas las
determinadas para AtTRXm3. Estos niveles se encuentran por encima de los
detectados para los genes de tipo f en todos los érganos analizados, a excepcion

de los medidos en cotiledones.

Cuando analizamos los porcentajes proporcionales correspondientes a
cada gen respecto a la expresion total por érgano este patrén global descrito sufre
algunas modificaciones que denotan variaciones diferenciales de expresion. En
cotiledones, la cuantificacion obtenida del gen codificante de la TRX f2 fue mayor
que las de AtTRXm3 y AtTRXm4. Ademas, como ya se habia observado
anteriormente en mediciones realizadas en plantulas (Bohrer et al., 2012), la
cuantificacion de AtTRXf2 resulta mas elevada en este érgano que en el resto de
los analizados. Por otro lado, en raices, flores y silicuas el porcentaje total de
AtTRXm3 es mayor que la de AtTRXm4.

El estudio de cuantificacion de proteinas no fue posible obtenerse
experimentalmente debido a que los anticuerpos policlonales disponibles,
obtenidos a partir de las TRXs f y ml purificadas de guisante, generaban
reacciones de inmunoreconocimiento cruzado. Por esta causa se realizd el
estudio in silico de la cantidad de proteina presente de cada isoforma en los
distintos 6rganos analizados por RT-gPCR. Como indicador de la fiabilidad del
estudio, los resultados obtenidos estdan en la linea de cuantificaciones
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experimentales realizadas recientemente en hoja total y fraccion estomatica
(Okegawa and Motohashi, 2015; Yoshida et al., 2015).

Mientras que la expresion génica en cotiledones de AtTRXf2 es mayor que
AtTRXf1, segun los datos obtenidos in silico la cantidad de estas proteinas
presente en este drgano es inversa, siendo mayor el contenido en TRX f1 que en
TRX f2. Sin embargo, los niveles de expresidén génica de AtTRXsm en cotiledones

son consecuentes con los encontrados en comentada base de datos.

Para contrastar los patrones de expresién con su localizacién in vivo en los
organos se recurrié a realizar las correspondientes fusiones traduccionales de las
isoformas con el gen reportero GFP, tomando ademas la region reguladora 1000

pb aguas arriba del inicio de transcripcion.

Previamente, las secuencias de las regiones reguladoras seleccionadas
fueron estudiadas mediante la aplicacién informatica predicativa PLACE,
comprobandose que las 6 secuencias presentan elementos relacionados en la
bibliografia con distintos procesos fisioldgicos y localizaciones, al igual que los
encontrados en guisante en este trabajo y en estudios precedentes en con este
mismo organismo (Barajas-Lopez et al., 2007). Aparecieron elementos presentes
en secuencias promotoras de genes que se expresan en raices, flores, semillas y
el embrién. Y también se encontraron elementos reguladores presentes en
promotores de genes asociados al metabolismo del carbono, genes regulados por

luz, y genes implicados a la respuesta a estrés hidrico y salino.

El analisis localizacién de la senal de fluorescencia por microscopia
confocal validé la funcionalidad de las distintas fusiones traduccionales estudiadas
al encontrarse dentro de cloroplastos en todas las lineas GFP::TRX, una
localizacion ampliamente constatada, confirmando que las secuencias
reguladoras clonadas contienen (al menos en parte) los elementos que controlan

la expresion de los genes silvestres.

La sefnal de fluorescencia fue registrada en 6rganos fotosintéticos (hojas,
silicuas, cotiledones, hipocotilos y radiculas) y no fotosintéticos (raices y flores) y

entre las propias lineas mutantes.
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En hojas de roseta, la sefial asociada a cloroplastos correspondiente a la
fusion TRXf2::GFP presentd una localizacion en citosolica a diferencia de
TRXf1::GFP. De manera homéloga en raices f1::GFP aparece principalmente en
la zona de divisién mientras que f2::GFP se encuentra principalmente expresada
en la zona de elongacion, fuera de la zona meristematica con una activa division
celular. Ambos o6rganos podrian suponer ejemplos de compartimentacion
funcional de ambas proteinas tanto en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos, no

antes reportada.

Extender esta conclusion para el caso de las TRXs tipo m resulta mas
complejo al tratarse de 4 isoformas, si bien aparecieron diferencias en la
distribucién asociada a 6rganos heterotroéficos. Se pudo comprobar como aparecia
florescencia asociada a los 6rganos correspondientes a distintos estadios
embrionarios, confirmando posibles funciones en la génesis temprana de la
planta. En raices, la sefial m1::GFP resulta ser periférica, todo lo contrario a las
detectadas para m2::GFP, m3::GFP y m4::GFP donde estaba presente en haces
vasculares. Las asociadas a TRX m3 y TRX m4 destacaron en las regiones
meristematicas de division celular en el apice de la raiz primaria mientras que TRX

m2 solo fue detectada en la zona apical de raices secundarias.

A nivel intracelular TRX m3 y TRX m4 presentaron un patrén periférico y
puntual. A parte de asociarse a plastos no fotosintéticos, esta distribucién podria
corresponderse con otro tipo de organulos. En consonancia con esta idea,
recientemente se ha reportado la interaccion entre la TRX m2 de A. thaliana 'y los
canales de aniones dependientes de voltaje (VDAC3) presentes en la membrana
externa mitocondrial (Zhang et al., 2015), mediante doble hibrido de levadura y

ensayo de complementacion bimolecular de fluorescencia (BIFC).

B.- Actividad y dianas de isoformas purificadas de las
TRXs fy m de Arabidopsis.

Las formas purificadas obtenidas presentan distinta movilidad
electroforética, sobre todo en el caso de la TRX m3, lo cual nos puede indicar de
partida distintas propiedades quimico-fisicas para esta isoforma respecto al resto,

que justificarian las diferencias mostradas en los ensayos posteriores.

230



Discusion

Se evidenciaron 3 grupos funcionales distintos en base a su capacidad
reductiva de la insulina, pero estos no se correspondian con las diferencias vistas
en su capacidad de activacion de una diana clasica como es la FBPasa, tanto por
movilidad electroforética de sus isoformas reducidas/oxidadas, como por la
activaciéon enzimatica de las isoformas propias de Arabidopsis (AtcFBP1) y
guisante (PscFBP1).

Las diferencias observadas entre los experimentos comentados podrian
sostener que existen diversos mecanismos de interaccién con dianas para cada
isoforma, los cuales estarian encuentran influenciados por agentes externos mas
alla de las meras diferencias quimico-fisicas, y que modifican la actividad de las

respectivas isoformas in vivo.

La mayoria de las dianas para ambas isoformas identificadas en raices e
inflorescencias no son coincidentes. Esto, en consonancia con los datos
diferenciales de localizacion GFP observados, podria indicar que después de una
duplicacion génica, ambas isoformas han seguido un proceso de especializacion
y cada proteina reduce simultdneamente dianas especificas y compartidas,

curiosamente no relacionados con el metabolismo de carbono o fotosintesis.

Es destacable ademas el hecho de que muchas dianas encontradas en
inflorescencias no tengan puentes disulfuro funcionales para procesos de
intercambio redox, sugiere que la interaccidn con éstas haya sido mediante otros
tipos descrito, como por ejemplo tipo chaperona. Por otro lado, la deteccion de
una gran cantidad de dianas de funcién desconocida hasta el momento nos lleva
a proponer que esta isoforma se haya implicada en la sistemas de

activacion/inhibicion enzimatica no descritos hasta la fecha.

C.- Funciones fisiologicas especificas no redundantes de
las distintas isoformas de TRXs fy m.

En este trabajo fueron aisladas lineas mutantes defectivas en todas las
isoformas estudiadas, incluida la defectiva en la expresiéon de TRX m3, a pesar de
que trabajos precedentes habian informado sobre la letalidad del mutante gatl
(Benitez-alonso et. al, 2012), este trabajo evidencia que la TRX m3 no es esencial

para la viabilidad de Arabidopsis.
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De los experimentos de cuantificacidén de transcritos correspondientes a las
propias TRXs f y m, asi como la TRXy1 y la NTRC, se deduce que la pérdida de
funcion de una de isoformas no desembocan en mecanismos compensatorios que
suplan la ausencia de otra isoforma mediante la induccién de otras isoformas, si
no que mas bien se produciria una regulacién negativa del resto de las isoformas,
ya sean de un tipo o de otro. Asi, los mecanismos de regulacion de la homeostasis
redox del cloroplasto contarian con elementos de conexion, al menos, entre las

isoformas f y m de las TRXs plastidiales.

A nivel fisiolégico los mutantes también mostraron diferencias fenotipicas
destacables respecto a las lineas control, las cuales indican la existencia de

especificidades funcionales.

En primer lugar se vieron alteraciones en los porcentajes de germinacion
tanto en condiciones fisiolégicas normales, como bajo condiciones de estrés
oxidativo causado por NaCl y H202, siendo las mas destacadas las observadas

en el mutante trxm3.

En esta misma linea experimental, los mutantes trxf se encontraron
mayormente afectados tras la evaluacién de su rendimiento cuantico, y por tanto
lo estaba la integridad del PSII. La induccién observada en el reconocimiento
inmunoldgico, en extractos de hoja de roseta, de algunas proteinas pertenecientes
a dicho fotosistema, confirman esta observacién. No obstante, todas la lineas
mostraron fenotipos sensibles a estrés por alta luz que fue confirmada por el

aumento de expresion de carotenoides.

En el caso contrario, trxm3 presenta una disminucion del cociente Fm/Fv y
una represion de los comentados elementos del PSII, su fenotipo a altas
intensidades de luz fue menos sensible que la linea control y la caracterizacién
del proceso fotosintético mostré una disminucion de sus valores en las curvas de

fijacion de C, transpiracion y conductancia estomatica en respuesta a luz .

Son destacables las variaciones observadas en cuanto a acumulacion de
almiddn a lo largo del ciclo de luz, sobre todo para el caso de las linea doble
mutante trxfl trxf2. Como se ha comentado, la TRX f1 es un activador reconocido

de enzimas del metabolismo del almidén y este efecto en la supresion génica de
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ambos genes seria esperado. Sin embargo, en el contaje de granulos de almidon
por cloroplasto, a partir de imagenes de miscroscopia, solo se vieron diferencias

en el caso del mutante trxm4.

La microscopia también evidencié que las células de los haces radicales
de trxfl presentan una mayor concentracion pronunciado en el cilindro vasculares

de la zona de elongacion dejando menos espacio para los haces.

El analisis de los transcritos de cFBP1 mostraron que la linea trxm4
presenta una clara induccién. Esta observacién fue respaldada por estudios de
western-blotting. En el caso de la expresion de los genes que constituyen el
complejo CP12/PRK/GAPDH, la falta del gen TRX f1 supone una perdida de

expresion de al menos dos isoformas de CP12 y de la PRK.

Fue evidente también una distinta respuesta de los mutantes frente al
estrés. El estudio del comportamiento de los mutantes bajo la influencia de
diferentes tipos de estreses abidticos muestra un cambio en el crecimiento a partir
de 100 mM de NaCl, 5 mM de H202, como ya se evidencié de los mayores niveles
de i6n superdxido encontrados en rosetas de las lineas mutantes bajo condiciones
fisildgicas normales. Se suman a estos, los fenotipos sensibles vistos tras
tratamientos por frio y choque térmico, lo que abre un nuevo campo de posibles

funciones para estas isoformas.

La busqueda de proteinas diferencialmente expresadas en los mutantes
nos mostré un patrén diverso de alteraciones, avalando la sospecha comentada
de especificidad funcional de las isoformas de TRXs f y m. Se observaron mas
proteinas reprimidas en el caso de los mutantes trxf y mas proteinas activadas en
los trxm, siendo uno de los pocos ejemplos vistos de posible division funcional no
solo por isoformas sino por tipos. En relacién con una posible localizacion
mitocondrial para la TRX m2, dianas diferencialmente expresadas en los mutantes
trxm se han encontrado proteinas funcionalmente implicadas con transporte
mitocondrial como la subunidad TIM14-1 de la translocasa de membrana interna
y la subunidad alfa de la ATP sintasa; en el metabolismo de aminoacidos, como
la serina hidroximetil transferasa, la aminometil transferasa, y la glicina
deshidrogenasa 2; e incluso de funciéon desconocida como la proteina de nimero
de identificacion B3H6G1.
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D.- Distribucién y rol de las TRXs f y m durante la
germinacion de semillas y estadios tempranos de
desarrollo de la plantula.

Cuando se analiz6 la expresiéon de las TRXs f y m en A. thaliana durante la
germinacién de semillas y estadios tempranos de desarrollo de la planta bajo
presencia de NaCl se comprobd que la expresion de estas se encuentra
influenciada por la salinidad ambiental. Concentraciones de 50 y 100 mM NaCl
provocaban represion en el primer dpg y una induccion clara y diferencial en las
distintas isoformas a partir del tercer dpg. Ademas, esta respuesta se produce de
forma diferencial segun si la isoforma es de tipo f o m. Asi, la expresién de AtTRXf1
y AtTRXf2 se incrementd notablemente en presencia en el medio de germinacion
de 100 mM de NaCl. Coincidentemente con este hecho, el analisis de expresion
geénica por o6rganos que mostré que estos dos genes son mas abundantes en

cotiledones.

La complejidad a la hora de extraer ARNm y proteina total de 6rganos
pertenecientes a plantulas, sumada a la falta de especificidad comentada por
parte de los anticuerpos de guisante frente a TRXs f y m Arabidopsis imposibilitd

un estudio mas complejo con este organismo en esta linea de investigacion.

Aprovechando la proximidad filogenética entre las entre las isoformas de
TRXs f y m en A. thaliana y guisante (Barajas-Lépez et al., 2007) no deberian
aparecer problemas para extrapolar los resultados obtenidos por analizar la
expresion de estas proteinas durante estadios tempranos de desarrollo de la

plantula.

La cuantificacion de mRNA de las TRXs f y m y de la FNR de guisante
mostré que, durante el crecimiento de las plantulas, estos transcritos son mas
abundantes en los cotiledones de 2-5 dias de edad que en otros 6rganos. Esto
sugiere que las TRXs plastidiales podrian tener un papel en la movilizacion de
metabolitos de reserva (aminoacidos o azucares) almacenados en amiloplastos,

aunque solo se ha observado sefal de un unico tipo de TRX m.
En las plantas, la FNR puede localizarse en oérganos fotosintéticos y

heterétrofos y curiosamente, se ha informado que una escisién alternativa de los
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extremos N-terminales de la FNRI y FNRII fotosintéticas de trigo afectan al punto
isoeléctrico y la afinidad por la Fd heterotrodfica, respectivamente (Gummadova et
al., 2007). Como fue comentado en el capitulo de Introduccion, algunos autores
han sefalado que la FNR es responsable del suministro de poder reductor a la Fd
en tejidos no fotosintéticos (Balmer et al., 2006). La acumulacién coordinada de
ARNm correspondiente a las TRXs y la FNR observada en las muestras

analizadas apoyaria esta hipotesis.

Sin embargo, el perfil de expresion de FNR en las raices (donde la
acumulacioén relativa correspondiente a ARNm de PsTRX m2 es mayor) no parece
ser tan importante respecto a la encontrada en los cotiledones. En base a estos
datos cabe plantearse la existencia de un isoforma adicional de la FNR en

guisante especifica de raiz.

La acumulacién de transcrito correspondiente a PsTRXm2 es similar tanto
en radiculas como en los cotiledones y también se detectd al tipo m en los
cotiledones y las raices y mas abundantemente en los apices de dicho 6érgano. De
hecho, es en las raices la localizaciéon donde mas ha sido reportada la presencia
de TRXs plastidiales de guisante asociadas a los tejidos vasculares en las plantas

adultas (Barajas-Lopez et al., 2007; Traverso et al., 2008).

Algunos autores han sugerido que, en comparacion con el tipo f, las TRXs
m muestran una funcién desintoxicante de ROS (Mouaheb et al., 1998; Traverso
et al., 2008). Ademas, otros investigadores han sefalado la importancia de estas
especies reactivas en la formacion de pelos radiculares y la diferenciacion tisular
en puntas de las raices del guisante (Kranner et al., 2010) dénde curiosamente la
PsTRX m fue claramente detectada mediante los experimentos de western-

blotting realizados.

Para obtener una mejor comprension de los factores que pueden
desencadenar el estrés oxidativo en las plantas y por tanto inducir la expresion de
TRXs plastidiales se analizé el patron de expresion de PsTRX f, PSTRX m1 y m2
cuando las plantulas de guisante estaban sometidas a condiciones de estrés

salino.
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Determinados datos experimentales indican que las plantulas de guisante
tratadas con NaCl sufren estrés oxidativo, entre ellos una mayor contenido de
transcrito correspondiente a la APX1, una actividad G6PDHasa inducida en raices
y una mayor la acumulacion de Oz2™ en las plantulas incubadas en presencia de
sal (Nemoto y Sasakuma, 2000; Davletova et al., 2005; Traverso et al., 2008). De
acuerdo con este hecho, los resultados obtenidos confirman que los datos
reportados por otros autores que implican a la TRX m en lugar de la tipo f en la
respuesta al estrés oxidativo (Issakidis-Bourguet et al., 2001). Ademas se
demostrd que el estrés salino provoca una acumulacioén transcritos de PsTRX f y
ml. Sin embargo, no se observdé ninguna correlacion entre los niveles
cuantificados de ARNm y los de proteina, lo que sugiere un control post-
transcripcional significativo. Este hecho ha sido descrito previamente para otros
TRX en la germinacion de plantulas de trigo y M. truncatula (Serrato et al., 2001;
Montrichard et al., 2003).

En un trabajo anterior, se observd que la glucosa induce la expresion de
PsTRX fy ml en discos de hojas de una manera independiente de la luz (Barajas-
Lopez et al., 2012). Utilizando las lineas transgénicas previamente obtenidas de
A. thaliana que expresan el gen reportero GUS bajo el control de los promotores
de la PsTRX f y ml de guisante (Barajas-Lopez et al., 2007), se estudid la
expresion de ambos genes en plantulas etioladas con el fin de separar la influencia
de la luz de la resto de los estimulos ambientales. Por el contrario, la expresion
de ambas TRXs practicamente desaparecié en hipocotilos. Este es un resultado
sorprendente ya que los hipocotilos son érganos no fotosintéticos y, a pesar de su
naturaleza, la induccion de la luz deberia tener mas influencia en hipocotilos que
en cotiledones (Barajas-Lopez et al., 2007). Por otro lado, la tincion de GUS
observada en presencia de luz para el caso de la linea portadora del promotor de
PsTRXf fue mas intensa a nivel del meristemo apical que para el caso de la linea
portadora de PSTRX ml. Este dato sugiri6 una funcion especifica de esta de

PSTRXf en la division celular durante esta etapa del desarrollo de la planta.

Como a pesar del efecto de la luz sobre la expresién de PsTRX f y ml
(Barajas-Lopez et al., 2011), la tincion GUS fue visible en los cotiledones
desarrollados en condiciones de oscuridad, seria por tanto evidente que algunos

elementos cis, distintos de los dependientes de la luz, interactuan con algunos
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factores de transcripcion expresados en cotiledones de plantulas de A. thaliana
durante el desarrollo. Sobre la base de estos resultados se propone que algunos
elementos reguladores que controlan la expresion de TRX plastidiales durante la
etapa post-germinativa de los cotiledones podrian estar conservados, al menos
en las familias Brassicaceae y Leguminosae. Los factores de transcripcion
relacionados con el metabolismo de carbono denominados DOF (Yanagisawa,
2000; Lijavetzky et al., 2003) podrian estar involucrados. De hecho, se ha
demostrado una interaccion proteina-DNA entre el factor de transcripcion DOF7
de P. sativum y el cluster DOF ubicado en promotores de PsTRX f y m1 (Barajas-
Lopez et al., 2012).

El analisis “in silico” de estas regiones promotoras, obtuvo como resultado
la presencia de elementos reguladores asociados a factores de transcripcion DOF
y genes inducidos por estrés salinos, también encontrados en las regiones

reguladoras de las TRX f y m de Arabidopsis.

El elemento TAAAGSTKST1 esta relacionado con la activacién de un canal
ionico para K* denominado KST1 y que se localiza en células guarda en Solanum
tuberosum (Plesch et al., 2001). ElI K* tiene una gran importancia en la respuesta
a la salinidad. Una elevada concentracion de iones Na* y CI- en el medio, produce
una interferencia en la absorcion de nutrientes y otros iones (sobre todo K* pero
también Ca?*y NO?), siendo la capacidad de mantener una alta relacion K*/Na*,
uno de los factores determinantes de la tolerancia celular a la salinidad es
interesante encontrar este tipo de elementos en genes relacionados con tolerancia
a estrés salino (Traverso et al., 2008). Con este elemento interaccionas factores

de transcripcion de la familia DOF concretamente la proteina StDof1.

MYB1AT y MYBST1 son elementos reguladores de respuesta a estrés
hidrico a los cuales se unen factores de transcripcién de la familia MYB. Un gran
numero de genes con estos elementos reguladores pertenecen a las acuaporinas
qgue se encuentran en los canales especificos para agua (Baranowskij et al., 1994;
Abe et al., 2003). Uno de los efectos mas evidentes del estrés salino es la
reduccién en la capacidad de absorcién de agua, causando deshidratacion y
poniendo de manifiesto efectos asociados al estrés hidrico. A esto hay que sumar

la pérdida de turgencia provocada por la salida del agua al medio, mas
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concentrado, a favor del gradiente. Es comprensible que ante esta situacion se
induzcan genes de respuesta a déficit hidrico en los tejidos, como de respuesta al

estrés salino que lo provoca.

PREARPRODH es una secuencia de 6 pb descrita en el promotor del gen
de la prolina deshidrogenasa (ProDH) de A. thaliana, esta implicada en la
induccidn de la expresion génica en respuesta a procesos de hiposmolaridad por
deficiencia de prolina en el medio (Satoh et al., 2004). Al igual que otros
metabolitos organicos con actividad osmotica los aminoacidos como la prolina
tienen un papel importante en el ajuste osmético siendo su acumulacién uno de
los principales cambios bioquimicos durante la adaptacion a salinidad. Se
consideran solutos compatibles porque no inhiben el metabolismo celular mientras
generan el potencial osmaético requerido para permitir la absorcion de agua en
condiciones de menor potencial hidrico. En algunos casos estos aminoacidos
tienen mas funcidon protectora y/o estabilizante de membranas y enzimas que

propiamente osmotica (Hasegawa et al., 2000).

La complementacion de una cepa de levadura deficiente en TRX (Muller,
1991) con las formas maduras y sobreexpresadas de la PSTRX f o m1 restauro la
capacidad de crecimiento de las dos nuevas cepas en presencia de
concentraciones altas de NaCl. De acuerdo con nuestros resultados anteriores,
se supuso que solo la expresion PsTRX m1l podria permitir el crecimiento de la
levadura en condiciones de estrés por salinidad (Traverso et al., 2008).
Sorprendentemente, la expresion de PsTRX f también confiri6 un crecimiento
similar en condiciones idénticas, lo que sugiere que esta isoforma cumple una
funcién similar en levadura. A pesar de esto, los datos de induccion registrados
en guisante, junto con los resultados obtenidos por otros autores, no son
compatibles con la idea de considerar PsTRX f como una isoforma de defensa

frente el estrés oxidativo.

Una explicacion posible para esta resistencia a NaCl seria que las TRXs
suministran equivalentes de reduccion para las enzimas desintoxicantes PRXs,
catalasa y la superoxido dismutasa (SOD), responsables de la eliminacion de ROS

(Buchanan and Balmer, 2005; Chibani et al., 2010), o que interactuan con canales
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especificos de intercambio idnico que tamponan la presencia de sales en el medio

intracelular.
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Conclusiones - Conclusions

Conclusiones.-

1.

Las isoformas de TRXs f y m se encuentran localizadas tanto en organos
fotosintéticos como no fotosintéticos lo que implica que estas proteinas, a
pesar de estar estrechamente relacionadas con la fotosintesis, realizan
funciones independientes a este proceso en las raices o en los 6rganos

reproductores.

Los niveles de proteinas tipo f se encuentran regulados por mecanismos post-
transcripcionales, siendo TRX f1 mas abundante que la TRX f2. La TRX mly
m2 son las mas abundantes TRXs en todos los 6rganos analizados, con
excepcion de las flores, donde TRX m4 representa 2/3 del total observado en
las seis isoformas analizadas. Por el contrario, la TRX m3 es la isoforma menos

abundantes en los 6rganos excepto las raices.

La busqueda de dianas para TRX f1y f2 en raices e inflorescencias no muestra
coincidencias entre ambos o6rganos. Después de una duplicacion geénica,
ambas isoformas han seguido un proceso de especializacién y cada proteina
reduce simultaneamente dianas especificas y compartidas, curiosamente no

relacionados con el metabolismo de carbono o fotosintesis.

A pesar de los datos publicados, este trabajo evidencia que la TRX m3 no es

esencial para la viabilidad de Arabidopsis.

La TRX m3 es un reductor de la FBPasa muy ineficiente. Los otras isoformas
de TRX m podrian reducir parcialmente a la FBPasa y funcionalmente sustituir
a TRXflyf2 en vivo.

Los andlisis de protedmica manifiestan conjuntos de proteinas afectadas en
cada linea mutante que tienen relacion con la fotosintesis. Estos cambios
afectan consecuentemente a la fijacion de carbono y la adaptacion de las
plantas a las intensidades de alta luz menos algunos pequefos fenotipos a
intensidades de luz 6ptimas, donde los parametros de biomasa son incluso

mas altos en todos los mutantes individuales excepto en trxm4.
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7. Ademas de ser importantes en la regulacion de la fotosintesis y la fijacién del
carbono, las TRXs f y m también son actores clave en la adaptacién al estrés

salino en plantas de Arabidopsis y guisante.
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Conclusions.-

1. TRXs f and m isoforms are located both in photosynthetic as in non-
photosynthetic organs, implying that these proteins, despite being closely
related to photosynthetic process, carry out photosynthesis-independent

functions in roots or reproductive organs.

2. Post-transcriptional mechanisms are regulating type-f protein levels, being TRX
f1 more abundant than TRX f2. TRX m1 and m2 are the most abundant TRXs
in all organs analyzed, excepting flowers, where TRX m4 represents 2/3 of the
total displayed for the six isoforms analyzed. Conversely, TRX m3 is the less

abundant isoform in all organs except roots.

3. The search of TRX f1 and f2 target in roots and inflorescences displayed no
coincidences between both organs. After a gene duplication, both isoforms are
following a specialization process and each protein simultaneously reduces
both specific as shared targets, interestingly not related to carbon metabolism

or photosynthesis.

4. Despite published data, this work evidences that TRX m3 is not essential for

Arabidopsis viability.

5. TRXm3is a very inefficient as a reducer of FBPase. The other TRX m isoforms
could partially reduce FBPase and functionally substitute to TRX f1 and 2 in

Vivo.

6. Proteomics analyses displayed sets of particular photosynthesis-related
proteins affected in each mutant line. These changes are consequently
affecting the carbon fixation and plant adaptation to high-light intensities but
any small phenotype at optimal light intensities, where biomass parameters are

even higher in all single mutants excepting in trxm4.
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7. Besides being important in regulating photosynthesis and carbon fixation, TRXs
fand m are also key players for the adaptation to salt stress in Arabidopsis and

pea plants.
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A.- Contenido suplementario.

Promotor AtTRXf1

5’ ACAAGAACCACTGTCTCCGCCTGAGATCCATgaccggaliil@tccctaac

5

taagttagttg_ac-aatgaagaga-aaagc
aaa gaaaagtatagtttggcggtggagtacgatttaggacaaaga
agaagaaga_ttggtactttccaaataaaaaagtattttaatca
ttaactaaacaacattttgaaattaatttaagactggct-attatg
tactatataataagattccatgactacaaaaaaaaaaactaattaaattt
caagattgtaataattatttaa@-actgaaataactgctagaata
cacttttggcagctgtaaattattttcacttgtataattcattttttcac
atgaatatgcattgtcacattattaggctcatttttaacatttttttacc
gtctaatgtagattttaacaaacaaacaaaaatcgactctagat-t
gagtaat-aatcatcagttgtcataaattgtaggattcaaaactgt
ttttgatcacaaatatgagagttttcctta_caaaactagtaatcac
tgaactat/BEBOGEBEt tottggtattttgtattttagtctaaaatagtt
aaatttatggaaaataaaagaattcatgtttgtctcatcattttgaggga
ccgaaccgtaatttcgcagta_cataaatatcaatcttaattcctc
aagaattctacacctcccgttccatctatcacgaaaacaaataattacag
taagtacccccgaatatccttgttcatccgaagcaattcgaggata@tac
cgtcttttt-taa_ttaacataaaataaitgctcag
tcegt gagagétcacacacactctctctctgatcattcaacttttcgaa
attttgcttcatcgtcttcgtcatcecgtctectctgttgaattcctcaaaca
ATG 3~
Promotor AtTRXf2

CGCTGCAACAGAGTCGGTACTCCCGACTAAAACCTCGAAACTTGGCATCG
TTGTTGATGGAAGGA NEMMAC TTATGGAGCAAGAGAACTGCAAT TN
BGGRREETCCTCTCAGTTCCATTTGGAGAGCGGAGAATCGATGACTTGAT
CCACAAGCCATTGTCTTGCEM@BCAGACGAGGTTCACAAGTTACTGGAGA
GTACAATGACCAAAGACCATTTCTTGAACTTGATCGATTGGGTTGAGACT
acccGTCCMMCCAGTTATATCAAGGATCTACAGTACAGGATCCAACGA
TGGACCCGCTTTCGTTGTTTCGTCTGGAAAGAGTTTTCCAGTGGCCCGGA
TTGATTTCGGGTGGGGCTCGCCTGTTTTTGGATCGTACCAT/ I CC
GGGAGCAGAGCTGGTTREGTAATGACAATGCCGAGTCCGGTGGAAAACGG
TGGCTCCGGAGATTGGACGGTTTACTTGCATCTTACGAAAGGACAGTTGA
GGTTTATTGAACAAGAGGCTTCTCATGTGTTTAATCCTGTTGACAACGAC

-857
-807
=757
=707
-657
-607
-557
-507
-457
-4Q7
-357
-307
-257
-207
-157
-107
-57
=7
+44
+94
+98

-866
-816
-766
=716
-666
-616
-566
-516
-466
-416
-366
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TATCTCAAGATTTAAagcattatcaa-gtt-attatgcaaa
taaaggcttatataaatttggcttttatagttgtaaatttcagtttaaga
tcaa_t-ttgatttaagtttaaacca@-atgagtgtgcagattg
ctaatggtaatcgactaatcgtcaattcttggccttacattgtgggggta
tgatcgtcattttacactcc-ttctgaacctcgcgtccatcgaacc
cgaaaatacgtaaacatccccaaatgtcttectttecttcgttatccatttyg
agggtattattgacctcacggta_atctacaa_t-tcacg&ta.
cgaaaacaacactcgmgéaatttggaaatcaaaagtctcccaggttc
ctttgaaag.cacactactgttttttggactcgagcttcttcttcaaca
ATG 3’
Promotor AtTRXml

5 ’-gttgtcacacaagtagaagtattataacctcactataacattta

agagctcaaaacatcaagtc-ﬁctggcacatagcaccacatacg
taaccatagctcaaatatctaacttaggttactagtttgaacacaaaaat
tacaaaaccagattcatagttatccaat-gcactaaa_g
cataaaacgattgaaaggaaacaagcaacgaggtttcattatcat-g
tcatcggcatttacCTGTAACTTGCCACCATTACCACCAAAATCTATCGG
AGHEEEEEEE T TGCACTCCAGAACTTTCAAATCATCCACAATCTGTTTGA
CCGCGGATGGARAATGGAGACACCGGACCCCATTTCCGCCACTCCTCTACC
GAGATGATTCCTTCATCGCAAACGTCGAATTCCCTCGTATGAGAACGCAA
AATCGAGGAAGTCATAAGCAATCTCTGGCCAACAGCTACGAGATTACGGC
GEll8R~2CAGTAGCGACGGACHEMEA T CGGCTACGGATGCTCCAGCHEE
CAACGCATcgtttttactgtttgggcttctcgaggaataataatttaatt
ttacggggtaa_atactattgggctttaatgaaactaaggccca-
Igctttaaccttgatt-cacttcaagttaattggttc-ttttt

tgtttttccgaaaacg_gctttaatgaaactgcggcc

caatagtcttagagcttgaataatagggaatttatttaatcggatalaat
tI_aEEgétagtagctc@-aaaggattcctaaaaaatcagtcact
c_aatcttctcctatctctcattttcgtgggttttgtttttgttat
cttcttcgtttgg@.attacatttgggactcaaga_tcgaatc
tatcgtgtgtgtagattgcttctctctat-ctctcgctacacaaca
ATG 3~

Promotor AtTRXm2

‘"Tagatttttaagattttgtttttgttttcatttttcaagagctaattgtce

ataccattaccaatcaagttttaaaatgttggttttcca-atactt
ttgctataatctttttttttgtcatca_atttaggattcaacgaa
ccaattttga-attgttaacaaaagcgaatttttcatgccaaatag

-316
-266
-216
-166
-116
-66
-16
+35
+75
+78

=752
=702
-652
-602
-552
-502
-452
-402
-352
-302
-252
-202
-152
-102
-52
-2
+49
+99
+149
+199
+202

-864
-814
-764
=714
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ttttttattcaaaattttagacttttagttatcttataagcaagcgttat
aatttatttattttttitaa attttofieaamcaat tgcli
atgtcaggagatcttcaaatgttcaaaaatacaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaattagtgtggggtaaaataatacgtttaaattttattgactttt
catttcaatagtcaactttta-cttcttatttcagtcgctaactttt

tgttgatgttgccaaaatagtcattaaattgacccgagatcacaaattgce

gggtaacgga-ttaaaatttctgttaaatccacaa_ﬁggat

taaaaaaaaaaagtgcaactggcctaatatgagccc%_
caaaagttttatgggcttattacagatgggcttagtcagagcactatctt

acccaaacaattaaaaaaacaatttacaatatgttttcgttttctacttt
tttcggttattttgggcaaat-tctacagctcaacaaatcaaaaaaa
ttcaaasdfdbltcaatttattatttctcgatttttttcacaactgtatt
ttaattgtatttttagt@E@tacttatttttccaaasdbadbltgttty
tgttgatgtatatEﬂl_gcatcagtgttttgtctacatttt.
-ccattagtttcgttatctttttattttctctatctatctggata.a
ttttttcacttggggatttgg-cctctcctctctctatctatagcc
ATG 3’
Promotor AtTRXm3

‘ Tcccctatcaccaaag.gtccaataatttccccacggaggaccattttt
catgccaaaaggatgttcctcaaccacttttaactttaacctgatgaaaa
-ggccagtgccctgatctttagaattttcttctccatccaagaccc
ttgag-gttgctttcacagcccaaaaaaactttttatggatt-

actttttttggatta-ggtatgaacacact-acaatgatgtC
gaaacaaagagta_agcttcagctcgcaaaccttatttgttttct

tgagtggtcttatacccaaccctccttaacttecgttgtaaatggttttet
ccacgcttgcttcacaaatcatgatcatccttacttacaatcattctcaa
tttcaccaccttcttctatatatatcacacacgaactaacataaat-
Iaaaacttaacaaattgact_actttaataaaaatacttt-
Iaccattttcatatgcttcaaatcctaataaccaact_@gtaaatt
aatgtttagcatttttgggaacaagacaacgtctcaaaactcgagctcca
accataatatgaatgctaaatcaccaaaaacttcaaaattatctaaattt
%-gtttttgtttttgtccggctcacccacataaccatatatata
tatatatatataataaccattaaccaatatatatggttatgtgggtaaga
ttaagaataaccattaaccaatatatc_caggattggaagccaaat
tggatcatggtttactatcattaactcgattggttcgaccgaattctata
attattattaaaataaaataaataaacaaataaataaataattcatctgg

acaagtggaagttcggttagtgggacccacttttctcecgtttacgttttt

-664
-614
-564
-514
-464
-414
-314
-264
-214
-164
-114
-64
-14
+37
+87
+137
+140

-920
-870
-820
=770
=720
-670
-620
=570
-520
-470
-420
=370
-320
=270
-220
-170
-120
=70
-20
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+1
catctctctcagatctgi’:gtcttcttcttctcaaatca-ca +31
ATG 3° +34

Promotor AtTRXm4

57 AGTGGTGGACAACAAAG.GCTGATTCAGAGGAGGACACGGATTTTGAT =877
GAAGACGAGATTGATGACCTTGACTllAAGACGATGAAGATTCTGACG -827
AAGATGATGAGGAAGAGGAGGATGACAAGTACACAAGGAAGAAGAAGTA =777
2@EEEECcattcttcacaaaatgetttetgttttttgtttgettgagal =727
-ctttagacataaaccttctttgatgaaatggttctaaaatgaca -677
atttcttcttetttgtccagt@Ba@bltttcttcacatcccattttaact -627
attaaatctgtggttttggttatcaat/fiiltatBl0@cattcggggga =577
aagaacaaaaaaattctcaaactgacgaaaatgttgcaactatctcagt -527
aaactattaaaatggtatcgattagacgatoff@@ttagattattataa =477
catcccaaatcgagttttgtcttcttttttttttctctcaaaacaaget -427
caatactatttggaatcgagttttgaacaagttttctctaatttat g =377
Btcataacgcttagtaatagaatccatatgtatttatgcaaatctgttt =327
ta =22t tactctccaliglagt taaactatatataatata =277
gacaccctttcat@-taagagtccaatcctcaaccttaacta =227
at agaacatgtccgtcttcgtaaatagaatcgaccttatagea =177
gtgctgcctaaccgaattggtgcggtgctgcecctaaccgaaatcagatgt -127
gctgcctaaccgaaatcaaattt-gtcggtctactaaaacaattga =77
cggtttacaggagtcctctaaacgttgtcgttatctcaaaggaaagaat =27
gacgtggcgag&talaatcgcattcgcctctgtgtgtgttct aagthr1 +24
attcaaattgtcacccgtatctgccaaaaaccctctaaccactcaaa. +74
BB - coctctgctccaATG 37 +78

Motivos presentes en genes que se expresan en raices.
Motivos presentes en genes que se expresan en flores.
Motivos presentes en genes relacionados con el metabolismo del carbono.
II Motivos relacionados con regulacion por luz.
Motivos presentes en genes relacionados con el desarrollo de las semillas y el embridn.

Motivos presentes en genes relacionados con la respuesta a estrés.

Figura S1.- Motivos reguladores identificados dentro de la regién promotora (1000 pb) de
los genes AtTRXf1 y f2 y AtTRXm1, m2, m3 y m4. Las categorias se indican con distintos
colores, o subrayadas en caso de coincidencia. El sitio de inicio de la transcripcién “+1”
es indicado mediante una flecha.
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B.- Abreviaturas.

2-Cys PRX: 2-Cys peroxirredoxina

A : Absorbancia (densidad 6ptica)

ADP : Adenosin difosfato

AMP : Adenosin monofosfato

A. thaliana : Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens : Agrobacterium tumefaciens
ATP : Adenosin trifosfato

BME : B-mercapto etanol

ADNACc : ADN complementario

ADN : Acido desoxirribonucleico

AGP : ADP-glucosa pirofosforilasa

ARN : Acido ribonucleico

cFBPasa1 : Fructosa-1,6-bifosfatasa cloroplastidica 1
cyFBPasa : Fructosa-1,6-bifosfatasa citosolica
DAB : 3,3’-diaminobencidina

dNTPs : Mezcla de desoxinucleotidos trifosfato
D.O. : Densidad 6ptica

Dpg : Dias post-germinacion

Dpi : Dias post-imbibicién

DTT : Ditiotreitol

E. coli : Escherichia coli

EDTA : Acido etilén diamina tetraacético
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Fd : Ferredoxina

FNR : Ferredoxin NADP™ reductasa

FPLC : Cromatografia rapida de proteinas

Fv/Fm : Eficiencia fotosintética

FTR : Ferredoxin tiorredoxin reductasa

G6PDH : Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GFP : Proteina verde fluorescente (Siglas del inglés)
g : Gramos

GUS : B-Glucuronidasa

GAPDH : Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GRX: Glutarredoxina

h : horas

H20:2 : Perdxido de hidrégeno

HEPES : Acido 4-(2-hidroxyetil) piperacina-1-etanosulfénico
HXK : Hexoquinasa

INV : Invertasa

IPTG : Isopropil tiogalactosido

kDa : kilodalton

KO : Knock-out

| : Litro

LB (medio)/LBA : Medio Laurie-Bertoni liquido/sélido
M : Molar

MDHR : Monodehidroascorbatoreductasa
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MES : Acido morfolino 2-Netanosulfénico propan-sulfénico
mg : Miligramos

ng : nanogramos

ug : Microgramos

min : Minutos

mM : milimolar

mm : Milimetros

ml : Mililitros

MS (medio) : Medio Murashige and Skoog

NADPH/NADP?* : Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato formas

reducida/oxidada

NADH: Nicotinamida adenina dinucleotido difosfato, formas reducida
NADP*-MDH : Malato deshidrogenasa dependiente de NADP~*
NBT : Nitroazul de tetrazolio (Siglas del inglés)

nm : Nanometro

NTR : NADPH-tiorredoxin reductasa

NTRC : NADPH-tiorredoxin reductasa C

OPP : Via oxidativa de las pentodas fosfato (Siglas del inglés)
PAR : Radiacién fotosintéticamente activa (Siglas del inglés)
pb : Pares de bases

PBS : Tampén fosfato salino

PCR : Reaccion en cadena de la polimerasa (Siglas del inglés)

PDI : Protein-disulfuro oxidasa
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PGl : Fosfoglucoisomerasa

P. sativum : Guisante (Pisum sativum)
PK : Piruvato kinasa

PRK : Fosforibulokinasa

p/v : Peso/volumen

PS : Fotosistema

ROS : Especies reactivas de oxigeno
RT-PCR : Reaccidn retrotranscripcion seguida de una PCR
rom : Revoluciones por minuto

s : Segundos

SBPasa : Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa
SDS : Dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE : Electroforesis vertical en gel de poliacrilamida con SDS (Siglas del

inglés)

-SH : Grupo tiol

SOD : Superoxido dismutasa

SRX : Sulfirredoxina

TBE : Tampon Tris-Borato-EDTA
tBHP: Tert-butilhidroperéxido

TCA : Acido tricloroacético

Tm : Temperature mealting

Tris : Tris-hidroximetil-aminometano
TRX: Tiorredoxina
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U : Unidad enzimatica
v/v : Volumen/volumen

X-Gal : 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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C.- indice de figuras.

Figura 1.- Pagina 5

Esquema del plegamiento tiorredoxina tipico. El sitio activo (WCG/PPC) se localiza en el
extremo N-terminal de la hélice a2. N: extremo amino-terminal; C: extremo carboxi-
terminal.

Figura 2.- Pagina 7

A) En la parte inferior de la estructura secundaria se muestran, en codigo de una letra,
los residuos conservados de la estructura de la TRX hl de A. thaliana, cédigo PDB n°
1XFL (Peterson et al., 2005). B) las regiones conservadas se encuentran en el centro y
alrededor del sitio activo de la TRX vistos desde dos posiciones diferentes (anterior y
posterior). Los restos conservadas en la estructura de la proteina se muestran en la
presentacion siguiendo un modelo tipo stick con diferentes colores: Trp (naranja),
residuos cargados (magenta), Cys (cian), Gly (amarillo), Phe (verde), la Thr (azul) y Pro
(rojo). La region hidrofébica (verde), la regién cargada (magenta), el grupo estructural
expuesto (naranja) y el puente disulfuro (cian) se indican con una forma oval
semitransparente. El centro activo solo es accesible para las reacciones de catalisis
enziméatica desde un lado de la proteina, representado en la figura de la derecha.

Figura 3.- Pagina 10

Mecanismo de reduccién de proteinas diana mediado por TRXs. Una representacion
esquematica paso por paso del mecanismo de reaccién se muestra en la parte superior.
A) La reaccion se inicia con un ataque nucleofilico sobre la Cys N-terminal del motivo
conservado WCGPC (1). El tiolato de la Cys nucleofilica se estabiliza por dos enlaces de
hidrégeno con el grupo NH de la Gly y el grupo SH de la Cys C-terminal (cédigo PDB:
1XFL). B) Como resultado, se forma un complejo de disulfuro mixto intermedio entre la
TRXy la proteina diana, que a su vez es reducido por un ataque nucleofilico de la Cys C-
terminal del motivo WCGPC (2). El tiolato en la Cys C-terminal se estabiliza con dos
enlaces de hidrégeno de amida de cadena principal, lo que disminuye su pKa de 7,4. Para
ser mas susceptible al ataque nucledfilo de la Cys C-terminal, la Cys N-terminal de la TRX
se encuentra estéricamente mas cerca de ésta. C) El ciclo de reduccion catalitica se
detiene con la liberacién de una proteina diana reducida y la TRX oxidada.

Figura 4.- Pagina 19
Representacién esquematica de los sistemas de reduccion de TRXs plastidiales FTR
(arriba) y NTRC (abajo).

Figura 5.- Pagina 22

Representacion esquematica de los sistemas de reduccion de TRXs en cloroplastos
(izquierda) y plastidios no fotosintéticos (derecha). En el cloroplasto, la FTR reduce por
un lado a las TRXs plastidiales con el poder reductor proporcionado por la Cadena de
Transporte Electrénico (CTE) a través de la ferredoxina (Fd) y por otro a la NTRC que a
su vez puede reducir alternativamente a las propias TRXs. Las TRXs situadas en
plastidios no fotosintéticos son reducidas por el sistema FNR/Fd/FTR usando el poder
reductor (NADPH) generado por la via oxidativa de las pentosas fosfato en el citosol, el
cual tiene como precursores metabolicos a los azlcares solubles sintetizados en
cloroplastos.
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Figura 6.- Pagina 28

Mecanismos de regulacion redox tiol/disulfuro en plastidios. Los esquemas presentan
cuatro mecanismos de regulacion tiol/disulfuro como se explica en el texto: A)
interacciones redox transitorias de corta duracién, B) formacién transitoria de complejos
entre elementos de red, C) competicion entre maltiples dianas y D) formacién constitutiva
de complejos.

Figura 7.- Pagina 32

Esquema de la sefializacion redox mediada por TRX f y m en plastidios. Se muestran los
procesos fisiol6gicos centrales reguladas por estas isoformas. Flechas: azul discontinuo
(transporte electrdnico), azul continuo (sistema de reduccion de TRXs), verde (activacién)
y rojo (represion).

Figura 8.- Pagina 40

Esquema de la sefializacion redox mediada por las TRX x e y en plastidios. Se muestran
los procesos fisiolégicos centrales reguladas por estas isoformas. Flechas: azul
discontinuo (transporte electronico), azul continuo (sistema de reducciéon de TRXs), verde
(activacién) y rojo (represion).

Figura 9.- Pagina 43

Esquema de la sefalizacion redox mediada por TRX z en plastidos. Se muestran los
procesos fisioldgicos centrales reguladas por estas isoformas. Flechas: azul discontinuo
(transporte electrénico), azul continuo (sistema de reduccion de TRXs), verde (activacion)
y rojo (represion).

Figura 10.- P4gina 55

Representacion esquematica del vector pMBL. Arriba: f1 (-) ori: Origen de replicacion f1
(-), SC: sitio de clonacion, Plac: Promotor del gen lac, pUC ori: origen de replicacién pUC,
AmpR: gen de resistencia a ampicilina. Abajo: Secuencia de la regién SC. Las secuencias
subrayadas corresponden alos oligonucledtidos de secuenciacion U21 (azul) y Rev21
(verde). La posicién del asterisco (*) indica el sitio de la clonacion AT dentro de la diana
de restriccién para Eco RV (tipografia de color rojo).

Figura 11.- Pagina 56

Representacién esquematica del vector pET28b. Arriba: f1 (-) ori: Origen de replicacion
f1 (), pUC ori: origen de replicacion pUC, KanR: gen de resistencia a kanamicina T7, lacl:
Secuencia codificante de la proteina Lacl, SC: sitio de clonacion. Abajo: Secuencia de la
region SC. Las secuencias de tipografia de color verde corresponden con el promotor de
T7, mientras que las de color azul lo hacen con el terminador T7. Las secuencias
subrayadas corresponden alos oligonucle6tidos de secuenciacién F-T7 (rojo) y R-T7
(verde). La secuencia resaltada en gris corresponde con el operador de lacl. Las distintas
dianas para enzimas de restriccion usadas estan designadas con tipografia de distinto
color: Ndel (rojo), BamHI (naranja) y EcoRlI (verde).La secuencia con tipografia rosa se
corresponde con la cola de histidina terminal.

Figura 12.- P4gina 57

Representacion esquematica del mecanismo de clonacion Gateway. ORF: Marco abierto
de lectura (Open Read Frame). attL y attR representa las secuencias flanqueantes de
reconocimiento presentes en los vectores de entrada y salida, respectivamente. attP y
attB representa las secuencias flanqueantes conjugadas tras la reaccién mediada por la
LR clonasa.
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Figura 13.- Pagina 58

Representacion esquematica del plasmido pENTR/D-TOPO. Las regiones attll y attl2 se
corresponden con las zonas de recombinacion. SC: sitio de clonacion, KanR: gen de
resistencia a kanamicina pUC ori: origen de replicacion pUC.

Figura 14.- Pagina 58
Mecanismo de clonacién en pENTR/D-TOPO (Adaptado de “pENTR Directional TOPO
Cloning user manual’).

Figura 15.- P4agina 59
Representacion esquematica del plasmido pGWB4.

Figura 16.- Pagina 63

Representacién de los loci correspondientes a los genes AtTRXfl y AtTRXf2. Se
muestran la disposicién y tamafios (en pares de bases) de promotores, exones (flechas
de trazo grueso) e intrones (trazo fino) de cada gen, asi como la posicion de la insercién
de T-ADN en los mismos. En azul: oligonucleétidos usados para el aislamiento de
mutantes; en rojo: oligonucleétidos usados clonacibn de genes; en verde:
oligonucledtidos usados para la clonacion de los ADNc; en naranja: oligonucledtidos
usados en analisis de expresion génica.

Figura 17.- Pagina 64

Representacion de los loci correspondientes a los genes AtTRXm1, AtTRXm2, AtTRXm3
y AtTRXm4. Se muestra la disposicién y tamafios (en pares de bases) de promotores,
exones (flechas de trazo grueso) e intrones (trazo fino) de cada gen, asi como la posicion
de la insercion de T-ADN. En azul: oligonucleétidos usados para el aislamiento de
mutantes; en rojo: oligonucleétidos usados clonacibn de genes; en verde:
oligonucledtidos usados para la clonacién de transcritos; en naranja: oligonucleétidos
usados en analisis de expresion génica.

Figura 18.- Pagina 66
Esquema general de las etapas de PCR usadas.

Figura 19.- Pagina 68

Esquema general de las reacciones implicadas en el protocolo de mutagénesis dirigida.
P1y P2: oligonucledtidos flanqueantes; M1y M2: oligonucle6tidos internos que contienen
la mutacién puntual.

Figura 20.- P4gina 71
Obtencién del valor de Ct.

Figura 21.- P4gina 80
Reacciones llevadas a cabo para ensayo enzimatico de actividad FBPasa. PGI,
Fosfoglucoisomerasa; G6PDH, glucosa-6-P deshidrogenasa).

Figura 22.- Pagina 90
Esquema del ensayo enzimético en la medida de azlcares solubles.

Figura 23.- P4gina 91

Esquema de la determinacion de azlcares. Cada una de las variaciones en las DO
corresponde a la contribucion de cada una de las enzimas HK (hexokinasa), PGI
(fosfoglucosaisomerasa) e INV (invertasa).
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Figura 24. Pagina 94

Arriba, esquema sobre el funcionamiento del IRGA (adaptado de Alan Rhodes, Mulkey &
Smith 1998). Abajo, fotografia del equipo completo (tomada de la pégina web
www.licor.com).

Figura 25.- Pagina 96
Esquema de los posibles destinos de la energia luminica absorbida por el fotosistema Il.

Figura 26.- Pagina 97
Construcciones que portan la fusién traduccional de las secuencias promotoras de las
TRXs fy ml de guisante (Barajas-Lopez et. al., 2007).

Figura 27.- Pagina 112

Arriba, expresion de los genes codificantes para AtTRXs fy m de A. thaliana en distintos
6rganos. Los analisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como
molde ADNc retrotranscrito de muestras de ARN aislado de los cotiledones, raices,
roseta, tallo, flores y silicuas. Los niveles de transcripcion son el resultado de tres
experimentos independientes y se normalizaron por el método 2-AACT. Para relativizar
los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtTRXfl en cotiledones. Abajo,
gréficos sectoriales donde se representa, para cada érgano analizado, los porcentajes
proporcionales correspondientes a cada gen respecto de la expresion relativa total.

Figura 28.- P4gina 114

Arriba, cuantificacion de TRXs f y m en distintos érganos de A. thaliana (cotiledones, raiz,
roseta, tallo, flores y silicuas) expresado como abundancia de proteina en partes por
millén (ppm), usando los datos suministrados por PaxDB (Wang et al., 2012)(Wang et al.,
2012)(Wang et al., 2012). Abajo, gréficos sectoriales donde se representa, para cada
tejido analizado, los porcentajes correspondientes proporcionalmente a cada proteina
respecto del total de proteina cuantificada.

Figura 29.- Pagina 119

Estructura general de las construcciones que portan la fusién traduccional de las
secuencias promotoras mas los genes codificantes de las TRXs fy m de A. thaliana. AttB1
y AttB2: regiones de recombinaciéon para la subclonacion; P: regiébn promotora de cada
gen; TRXs: secuencias génicas correspondientes a los genes AtTRXfl, AtTRXf2,
AtTRXm1, AtTRXm2, AtTRXm3 y AtTRXm4.

Figura 30.- Pagina 120

Inmunodeteccién por western-blotting de las proteinas de fusion en las distintas lineas
transgénicas f1::GFP, f2::GFP, m1::GFP, m2::GFP:: m3::GFP y m4::GFP, utilizando el
anticuerpo anti-GFP. La proteina soluble se extrajo de hojas de roseta de cada una de
las lineas transgénicas obtenidas, se cuantificé y se analizd utilizando 40 pg. Como
control de carga se muestra la banda correspondiente a la subunidad mayor de la
RUBISCO tefiida con solucién de rojo Ponceau.

Figura 31.- Pagina 122

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXf1::GFP en la
anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda estométicas (B,
flechas), regién del hipocotilo (C) y region apical de la raiz (D).Escala de las barras: B=
30 pm; A=50 um; Cy D =100 pm.
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Figura 31 (continuacioén).- Pagina 123

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXf1::GFP en la
anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: sépalo (E); diseccion en la que se
muestra estigma, estilo, ovario y pétalos (F); flor completa, con detalle de estigma (G,
flecha); parte apical de silicua (H), semilla con embrién en estado de desarrollo temprano
de cotiledon lineal (l). Escala de las barras: | =50 um; E, F G y H = 500 pm.

Figura 32.- Pagina 124

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusién AtTRXf2::GFP en la
anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda estomaticas (B,
flechas), region del hipocotilo (C) y region apical de la raiz (D). Escala de las barras: B
=30 pm; A= 50 pm; D =200 pm; C = 500 pm.

Figura 32 (continuacioén).- Pagina 125

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXf2::GFP en la
anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: flor completa, con detalle de évulo (E,
flechas); sépalo (F); pétalo (G); parte apical de silicua (H) y semilla (I). Escala de las
barras: | = 200 um; E = 300 um; F, Gy H =500 pum.

Figura 33.- Pagina 128

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusién AtTRX m1::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda estomaticas (B);
sépalos (C); pétalos (D) y filamento y antera (E). Escala de las barras: Ay B = 50 um; C,
Dy E =500 pm.

Figura 33 (continuacioén).- Pagina 129

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusién AtTRX m1::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte basal (F) y apical (G) de la
silicua; semilla madura, con embrién en su interior (H) y regién apical de la raiz (I). Escala
de las barras: 50 um (H, 1) y 500 um (G, F).

Figura 34.- Pagina 130

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXm2::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo y detalle indicando cloroplastos de células guarda estomaticas (A,
flechas); cotiled6n (B); antera y filamento (C) y detalle de antera (D). Escala de las barras:
A =50 pm; D =100 pm; B = 200 pm; C = 500 pm.

Figura 34 (continuacion).- Pagina 131

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusién AtTRXm2::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte apical (E) y basal (F) de la
silicua; semillas maduras, con embridon en su interior (G); raiz secundaria (H) y raiz
principal (). Escala de las barras: He | = 100 ym; E, Fy G = 500 pm.

Figura 35.- Pagina 132

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRX m3::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda estomaticas (B);
cotiledones (C) zona de hipocotilo y radicula (D) de plantulas y region media de la raiz
(E). Escala de las barras: B = 30 um; Ay E =50 pm; D = 300 pm;C= 500 pum.
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Figura 35 (continuacion).- Pagina 133

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXm3::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: antera y filamento (F); sépalo (G);
pétalo (H); parte apical de silicua, mostrando semillas inmaduras a través de las valvas
() y radicula de embrién maduro emergiendo (J). Escala de las barras: J = 200 um; F, G,
He |l =500 pum.

Figura 36.- Pagina 134

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusion AtTRXm4::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: cloroplastos de hojas de roseta de 25
dias de desarrollo (A) y detalle indicando cloroplastos de células guarda estomaticas (B);
sépalos (C); pétalos (D) y detalle de antera y filamento (E). Escala de las barras: Ay B =
50 um; E =100 pym; C y D = 500 pm.

Figura 36 (continuacién).- Pagina 135

Localizacion mediante microscopia confocal de la proteina de fusién AtTRX m4::GFP en
la anatomia de plantas transgénicas de A. thaliana: parte basal de la silicua(F); semilla
madura (G); embriones en estadio corazén (H) y estadio maduro(l);detalle de zona de
elongacion de la raiz (J) y 4pice de la misma (K). Escala de las barras: H e | = 100 um (H,
1); E, Fy G =500 pm.

Figura 37.- Pagina 136

Localizacion mediante microscopia confocal de las proteinas de fusion AtTRXm1::GFP,
AtTRXm2::GFP, AtTRXm3::GFP y AtTRXm4::GFP en raices de 10 dias, después de
germinacion procedentes de lineas transgénicas de A.thaliana. De forma previa a su
andlisis, las raices fueron tratadas con ioduro de propidio (dilucién XX) durante 5 minutos.
Parte media (A, C, E, G) y parte apical (B, D, F y H). Escala de las barras: 200 pm.

Figura 38.- Pagina 137
Electroforesis SDS-PAGE (15% acrilamida) de las TRXs purificadas. Para la tincion de
las proteinas se empleé el azul Coomasie.

Figura 39.- P4gina 138

Ensayo turbidimétrico de reduccién de insulina por las TRXs recombinantes purificadas.
Se muestra el incremento de densidad 6ptica (D.O.) a 600 nm registrados a lo largo del
tiempo (min.) debido a la precipitacion de la insulina.

Figura 40.- Pagina 139

Inmunodeteccién de las TRXs recombinantes purificadas usando los anticuerpos TRX fy
TRX ml de guisante. Se ensayaron cantidades crecientes (en ng) de proteina. Como
control se usaron las formas purificadas de PSTRX f y PSTRXm1.

Figura 41.- P4gina 140

Especificidad en la activacion redox de la FBPasa mediada por las TRXs f y m de A.
thaliana. (A) Diferencias en la movilidad electroforética de las formas reducida y oxidada
de la FBPasa en ensayos de reduccion con DTT. (B) Andlisis comparativo de la capacidad
reductora de cFBPL1 de las isoformas TRX f1 y f2. (C) Eficiencia relativa de las distintas
isoformas de las TRXs f y m en la reduccién de la FBPasa. Los valores indicados en la
parte superior del panel B se refieren a las concentraciones en _M de la cantidad de TRX
utilizada en los ensayos de reduccion.
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Figura 42.- Pagina 141

Activacion de la FBPasa por TRXs plastidiales. (A) Curva de activacion de cFBP1 por
concentraciones crecientes de TRX f1 y f2. (B) Actividad relativa de la FBPasa de A.
thaliana en ensayos de activacion con las diferentes TRXs fy m. (C) El mismo ensayo en
que B con la FBPasa de guisante. Los ensayos de Ay B se llevaron a cabo en las mismas
condiciones que los utilizados en la figura 41B y C, respectivamente.

Figura 43.- Pagina 143

Geles bidimensionales con las proteinas diana capturadas mediante cromatografia de
afinidad a partir de extractos frescos de raices de plantas de A. thaliana de 10 dias,
usando TRX f1 CS (F1 Raiz) y TRX f2 CS (F2 Raiz).

Figura 44.- P4gina 146

Categorias (A) y funciones moleculares (B) de las proteinas diana obtenidas para TRX f1
y TRX f2 en raices de 10 dias, comparadas por frecuencia normalizada.

Figura 45.- Pagina 147

Geles bidimensionales con las proteinas diana capturadas mediante cromatografia de
afinidad a partir de extractos frescos de inflorescencias de plantas de A. thaliana de 25
dias, usando las formas mutadas y recombinantes TRX f1 CS (F1 Inf.) y TRX f2 CS (F2
Inf.).

Figura 46.- Pagina 151

Categorias (A) y funciones moleculares (B) de las dianas obtenidas para las TRX fl1 y
TRX f2 en inflorescencias de Arabidopsis de 25 dias, comparadas por frecuencia
normalizada.

Figura 47.- Pagina 152

Reacciones de PCR para verificar el aislamiento de las lineas homocigotas mutantes trxfl
y trxf2 usando parejas de oligonucleétidos flanqueantes y especificos; B: Amplificacion
con pareja de oligonucleétidos, sin ADN; C: Amplificacion con la pareja de
oligonucledétidos mas 1 yL de ADN gendmico de la linea silvestre Col0; P: Amplificacion
con la pareja de oligonucleétidos, mas 1 yL de ADN gendémico de la linea mutante. Las
condiciones de amplificacion fueron 30 ciclos, 25 s de elongacién y una Tm de 55 °C para
trxfl, y de 60 °C para trxf2.

Figura 48.- P4gina 153

A) PCR semicuantitativa para aislamiento del doble mutante trxfl trxf2. 18s:
oligonucledtidos para amplificar el gen codificante de la subunidad ribosomal 18s; TRX:
oligonucledtidos especificos y flanqueantes para la amplificacion de los genes AtTRXf1l y
AtTRXf2. Las condiciones de amplificacion para el gen 18s fueron 28 ciclos para Col0, 25
s de elongacion y una Tm de 55 °C. Las condiciones de amplificacion para los genes
codificantes de TRXs en las lineas mutantes fueron: 38 ciclos para AtTRXf1 y 40 ciclos
para AtTRXf2; 25 s de elongaciéon en ambos casos y una Tm de 50 °C en el caso del gen
AtTRXf1 y de 55 °C en el caso de AtTRXf2. B) Reconocimiento inmunoldgico y
cuantificacion de la sefial obtenida. Se utilizé el anticuerpo TRX f de guisante frente a 30
g de extracto de roseta pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl y trxf2.
C) Western-blotting en el que fue utilizado el anticuerpo PSTRXf. La proteina soluble se
extrajo de rosetas correspondientes a las lineas Col0 y trxfl trxf2, se cuantifico y se
analizo utilizando 35 pg. Como control de carga se muestra la banda correspondiente a
la subunidad mayor de la RUBISCO tefiida con solucion de rojo Ponceau.
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Figura 50.- Pagina 155

A) PCR semicuantitativa para aislamiento de mutantestrxm1, trxm2, trxm3 y trxm4. 18s:
oligonucledtidos para amplificar el gen codificante de la subunidad ribosomal 18s (At18s-
F/At18s-R). TRX: oligonucledtidos especificos para la amplificacién de derivados de los
genes AtTRXm1, AtTRXm2, AtTRXm3y AtTRXm4. Las condiciones de amplificacion para
el gen 18s fueron 28 ciclos para Col0 y 26 para LE, 25 s de elongacion y una Tm de 55
°C; Por ultimo las condiciones de amplificacion para los genes codificantes de TRXs en
las lineas mutantes fueron: 32 ciclos para AtTRXm2, 38 ciclos para AtTRXm1, AtTRXm3
y AtTRXm4; 25 s de elongacion en todos los casos y una Tm de 50 °C en el caso del gen
AtTRXm1y de 55 °C en el caso de AtTRXm2, AtTRXm3 y AtTRXm4. B) Reconocimiento
inmunolégico y cuantificacién de la sefial obtenida. Se utilizaron el anticuerpo TRX m1 de
guisante frente a 30 ug de extracto de roseta pertenecientes a las lineas control Col0 y
LE y los mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4.

Figura 51.- Pagina 156

Expresion de los genes AtTRX f1, 2, m1, m2, m3, m4 (A) y de los genes AINTRC y
AtTRXy1l (B) en la linea silvestre ColO (control de expresién) y los mutantes trxfl, trxf2,
trxml, trxm2 y trxm4; y en linea silvestre LE (control de expresién) y el mutante trxm3.
Los andlisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde ADNc
retrotranscrito de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias. Las plantas crecieron
bajo condiciones de dia largo. Los niveles de transcripcion son la media = desviaciéon
estandar de tres experimentos independientes que se normalizaron por el método 2-
AACT. Para relativizar los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtTRXf1 (A) y
AINTRC (B) en Col0 y LE. Se indica la diferencia significativa con respecto a la
correspondiente linea silvestre(*p<0,05; **p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).

Figura 52.- P4gina 158

Curvas de germinacion (en %) de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2
y trxm4 comparadas con el control Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con el
control LE, a lo largo de 7 dias de incubacién in vitro bajo condiciones de dia largo. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar de la media.

Figura 53.- P4gina 159

Curvas de peso fresco (izquierda) y areas foliares en mm2 (derecha) de las lineas
mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxml, trxm2 y trxm4 comparadas con el control ColO, y
de la linea mutante trxm3 comparada con LE, a lo largo de 30 dias de crecimiento bajo
condiciones de dia largo. Cada punto es la media del peso de 5 plantas y las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de la media.

Figura 54.- P4gina 160

Fenotipos de las lineas mutantes trxf1, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4 comparadas
con la linea silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con la linea silvestre
LE, a los 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo.

Figura 55.- Pagina 161

Numero de hojas por roseta de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2 y
trxm4 en relacion con la linea silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3 comparado con
la linea silvestre LE, a lo largo de 30 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo.
Cada punto es la media del nimero de hojas de 5 plantas y las barras de error
corresponden a la desviacion estandar de la media.
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Figura 56.- Pagina 162

Curvas de crecimiento (izquierda) y de velocidad de crecimiento (derecha) de la raiz
primaria de las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxml, trxm2 y trxm4 en
comparacion con el silvestre Col0, y de la linea mutante trxm3 comparada con el silvestre
LE, alo largo de 11 dias de crecimiento in vitro en placas verticales bajo condiciones de
dia largo. Cada punto es la media de las medidas de 6 plantas distintas y las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de la media.

Figura 57.- P4gina 163
Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM) que ilustran las
diferencias morfolégicas entre estomas de la cara abaxial de hojas de roseta de 25 dias
crecidas bajo condiciones de dia largo, pertenecientes a la linea control Col0 y los
mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y el mutante trxm3. Escala
de las barras = 10 um.

Figura 58.- Pagina 164

Imagenes de microscopia 6ptica de secciones de hojas de roseta pertenecientes a la
linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y
el mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.
Las cortes semi-finos correspondientes a cada linea fueron previamente tefiidos con azul
de toluidina. Escala de las barras = 25 um

Figura 59.- P4gina 165
Numero de cloroplastos promedio por célula, medido para las lineas control Col0y LE y
las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxmz2, trxm3 y trxm4.

Figura 60.- P4gina 166

Imagenes de microscopia electrénica de secciones de hojas de roseta pertenecientes a
la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE
y el mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.
Pueden diferenciarse los cloroplastos vy, en el interior de ellos, se pueden observar los
granulos de almidén como estructuras blancas menos electrodensas que el estroma.
Escala de las barras = 2 pym.

Figura 61- Pagina 167

Distribucion de granulos de almidén observados por cloroplasto, en base a las imagenes
obtenidas, mediante microscopia electronica, de secciones de hojas pertenecientes a la
linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y
el mutante trxm3.

Figura 62.- P4gina 168

Imagenes de microscopia Optica correspondientes a cilindros vasculares de la zona de
elongacioén de raices, pertenecientes a la linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2,
trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y el mutante trxm3. Las plantas crecieron
durante 12 dias bajo condiciones de dia largo. Las cortes semi-finos correspondientes a
cada linea fueron previamente tefiidos con azul de toluidina. Escala de las barras: trxm4
= 20 um; Col0, trxf2 trxm1, trxm2, LE y trxm3 = 25 pym; trxf1 = 50 pm.

Figura 63.- P4gina 169
Imagenes de microscopia confocal correspondientes a raices pertenecientes a la linea
control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm4, y a la linea control LE y el
mutante trxm3. Las plantas crecieron durante 12 dias bajo condiciones de dia largo.
Previa observacion las raices analizadas fueron tratadas con ioduro de propidio. Escala
de las barras = 50 um.
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Figura 64.- Pagina 170

Contenido en clorofilas a, b y totales (izquierda) y ratio clorofila a / clorofila b (derecha) de
las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2 (A) y trxm1, trxm2 y trxm4 (B) comparados con
la linea control Col0, y de la linea mutante trxm3 (C) comparada con LE. Todos los valores
fueron obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia
largo. Las barras de error corresponden a la desviacion estdndar de la media de 6
individuos por linea. Se indican las diferencias significativas respecto a la correspondiente
linea silvestre (**p<0,01 segun t-student).

Figura 65.- Pagina 171

Contenidos en carotenoides (izquierda) y antocianinas (derecha) cuantificados en las
lineas mutantes trxm1, trxm2 y trxm4 comparados con la linea control ColO, y en la linea
mutante trxm3 comparada con LE. Todos los valores fueron obtenidos en hojas de roseta
de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar de la media de 6 individuos por linea. Se indica la diferencia
significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre (***p<0,001 segun t-
student).

Figura 66.- Pagina 173

Curvas de respuesta a luz de las lineas mutantes trxfl, trxf2 y trxfl trxf2, trxm1, trxm2 'y
trxm4 en comparaciéon con la linea silvestre Col0. Fueron obtenidas en hojas de roseta
de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo: A, tasa de fijacion de CO2 o
fotosintesis neta; E, tasa de transpiracion; g, conductancia estomatica y Ci, concentraciéon
de CO2 subestomatica. Cada curva consta de 8 puntos obtenidos como la media de 5
medidas independientes para cada linea. Las barras de error corresponden al error
estandar de la media.

Figura 67.- Pagina 174

Curvas de respuesta a luz de la linea mutante trxm3 en comparacion con la linea silvestre
LE. Fueron obtenidas en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de
dia largo: A, tasa de fijacion de CO2 o fotosintesis neta; E, tasa de transpiracion; g,
conductancia estomatica y Ci, concentracion de CO2 subestomatica. Cada curva consta
de 8 puntos obtenidos como la media de 5 medidas independientes para cada linea. Las
barras de error corresponden al error estdndar de la media.

Figura 68.- Pagina 177
Reconocimiento inmunoldgico (arriba) y cuantificacién de la sefial obtenida (abajo) de las
proteinas PsbD, PsbO y PsbP en las lineas silvestres y mutantes trx.

Figura 69.- P4gina 178

Expresion relativa de los genes relativa de los genes AtSBP, AtcFBP1, AtAGP y AtMDH
en las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4 respecto a la linea control ColO
(arriba)y de la linea mutante trxm3 respecto a la linea control LE (abajo). Los andlisis de
PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde ADNCc retrotranscrito
de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias. Las plantas crecieron bajo condiciones
de dia largo.Los niveles de transcripcion son la media + desviacién estandar de tres
experimentos independientes que se normalizaron por el método 2-AACT. Para relativizar
los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtNTRC en ColO (arriba) y LE
(abajo).Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea
silvestre (**p<0,01 y *** p<0,001 segun t-student).
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Figura 70.- Pagina 179

Expresion relativa de los genes AtPRK, AtCP12-1, AtCP12-2, AtCP12-3 y AtGAPDH en
las lineas mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2 y trxm4 respecto a la linea control ColO
(arriba)y de la linea mutante trxm3 respecto a la linea control LE (abajo). Los analisis de
PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron usando como molde ADNCc retrotranscrito
de muestras de ARN aislado de hojas de 25 dias.Las plantas crecieron bajo condiciones
de dia largo. Los niveles de transcripcion son la media + desviacion estandar de tres
experimentos independientes que se normalizaron por el método 2-AACT. Para relativizar
los niveles de expresion se utilizaron los valores de AtINTRC en ColO (arriba) y LE
(abajo).Se indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea
silvestre (**p<0,01 y *** p<0,001 segln t-student).

Figura 71.- P4gina 181

Reconocimiento inmunoldgico y cuantificacion de la sefial obtenida (abajo) de la cFBP1,
cyFBP y la RUBISCO activasa (arriba). Se utilizaron los anticuerpos cFBP1,cyFBP y
RUBISCO activasa frente a 30 ug de extracto de roseta pertenecientes a las lineas control
Col0 y LE y los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4.Las plantas crecieron
durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.

Figura 72.- P4gina 183

Determinacioén del contenido en glucosa, fructosa y sacarosa en lineas mutantes y control
al inicio del ciclo de luz (0 h). Todos los valores fueron obtenidos en hojas de roseta de
25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar de su media. Se indica la diferencia significativa con respecto a
la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y *p<0,01 segln t-student).

Figura 73.- P4gina 185

Andlisis del contenido en almidén en linea control Col0 y los mutantes trxfl, trxf2 y trxfl
trxf2 a las 0, 8 y 16h de un ciclo de luz de dia largo. Todos los valores fueron obtenidos
en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. A)
Cuantificacion de almidén en hojas de roseta de 25 dias. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar de su media y se indica la diferencia significativa
con respecto a la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y ***p<0,001 segln t-student).
B) Tincion con lugol en hojas de roseta de mutantes en comparacién con la linea silvestre

Figura 74.- P4gina 186

Andlisis del contenido en almiddn en lineas control Col0 y LE y los mutantes trxm1, trxm2,
trxm3 y trxm4 a las 0, 8 y 16h de un ciclo de luz de dia largo. Todos los valores fueron
obtenidos en hojas de roseta de 25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo. A)
Cuantificacion de almidon en hojas de roseta de 25 dias. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar de su media y se indica la diferencia significativa
con respecto a la correspondiente linea silvestre (*p<0,05 y ***p<0,001 segun t-student).
B) Tincidn con lugol en hojas de roseta de mutantes en comparacion con la linea silvestre.

Figura 75.- P4gina 188

Geles bidimensionales de las proteinas totales de rosetas de 25 dias de las lineas ColO,
trxfl y trxf2. Sefialados con circulo rojo: spots correspondientes a péptidos reprimidos en
las lineas mutantes; sefialados con circulo azul: spots correspondientes a péptidos
inducidos en lineas mutantes.

Figura 76.- Pagina 189

Geles bidimensionales de las proteinas totales de rosetas de 25 dias de las lineas trxm1,
trxm2, trxm4, LE y trxm3. Sefialados con circulo rojo: spots correspondientes a péptidos
reprimidos en las lineas mutantes; sefialados con circulo azul: spots correspondientes a
péptidos inducidos en las lineas mutantes.
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Figura 77.- Pagina 196

Distribucion de las proteinas diferencialmente expresadas en los mutantes trxfl, trxf2,
trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4. Comparacion de proteinas reprimidas (rojo) y proteinas
inducidas (verde).

Figura 78.- Pagina 199

Categorias funcionales en las que se agrupan las proteinas diferencialmente expresadas
en los mutantes trxfl y trxf2, comparadas por frecuencias normalizadas obtenidas
mediante el uso de la aplicacion informatica Classification SuperViewer.

Figura 79.- Pagina 200

Funciones moleculares de las proteinas diferencialmente expresadas en mutantes trxfl y
trxf2 comparadas por frecuencia normalizada obtenidas mediante el uso de la aplicacion
informatica Classification SuperViewer.

Figura 80.- Pagina 202

Categorias funcionales en las que se agrupan las proteinas diferencialmente expresadas
en los mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4, comparadas por frecuencias normalizadas
obtenidas mediante el uso de la aplicacion informatica Classification SuperViewer.

Figura 81.- 203

Funciones moleculares de las proteinas diferencialmente expresadas en los mutantes
trxm1, trxm2, trxm3y trxm4 comparadas por frecuencia normalizada obtenidas mediante
el uso de la aplicacion informatica Classification SuperViewer.

Figura 82.- Pagina 204

Fenotipos de las lineas silvestres Col0 y LE, y los mutantes trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4
bajo condiciones de estrés por alta intensidad luminica. Las plantas crecieron durante 25
dias bajo condiciones de dia largo. A) Fenotipos obtenidos después de un tratamiento de
8 dias a600 PAR y una temperatura constante de 20 °C durante24 h. B) Contenido de
antocianinas en las hojas de roseta de las plantas sometidas a tratamiento. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar de la media de 4 individuos por linea. Se
indica la diferencia significativa con respecto a la correspondiente linea silvestre (**p<0,01
y *** p<0,001 seguln t-student).

Figura 83.- P4gina 205

Acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) en hojas de roseta de las lineas
control Col0 y LE, y los mutantes trxfl, trxf2, trxfl trxf2, trxm1, trxm2, trxm3 y trxm4. Tras
25 dias de crecimiento bajo condiciones de dia largo las plantas fueron sometidas in situ
a las tinciones histoquimicas 3,3'-diaminobencidina (DAB) y nitroazul de tetrazolio (NBT)
para mostrar los niveles acumulados de H,O, y Oy

Figura 84.- Pagina 206

Reconocimiento inmunoldgico y cuantificacion de la sefial obtenida. Se utilizaron los
anticuerpos 2 Cys-PRX y SRX frente a 30 ug de extracto de roseta pertenecientes a las
lineas control ColOy LE y los mutantes trxf1, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3y trxm4. Las plantas
crecieron durante 25 dias bajo condiciones de dia largo.
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Figura 85.- Pagina 208

Tasa de germinacion (%) de las semillas de los mutantes trxf1, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3
y trxm4 en relacion a las respectivas lineas silvestres Col0 y LE durante 7 dias en un
medio de cultivo suplementado con 50 mM NacCl (izquierda) y 150 mM NaCl (derecha).
Las plantas crecieron bajo condiciones de dia largo (16h/8h). Cada punto es la media de
3 réplicas de 30 semillas. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de
la media.

Figura 86.- Pagina 209

Tasa de germinacion (%) de las semillas de los mutantes trxfl, trxf2, trxm1, trxm2, trxm3
y trxm4 en relacién a las respectivas lineas silvestres Col0 y LE durante 7 dias en un
medio de cultivo suplementado con 5 mM H-O- (izquierda) y 15 mM H2O; (derecha). Las
plantas crecieron bajo condiciones de dia largo (16h/8h).Cada punto es la media de 3
réplicas de 30 semillas. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de la
media.

Figura 87.- P4gina 210

Fenotipos de las lineas Col0, trxfl, trxf2 y trxfl trxf2 bajo distintos tratamientos de estrés.
Las plantas crecieron durante 5 dias bajo condiciones de dia largo y posteriormente
fueron trasplantadas a medio MS (Control); medio MS suplementado con 100mM NacCl;
medio MS suplementado con 5 mM H,O.. Por otro lado fueron sometidas durante 10 dias
a 8 °C en condiciones de dia largo (frio) y durante 3 horas a 37 °C (choque térmico).

Figura 88.- Pagina 211

Fenotipos de las lineas Col0, trxm1, trxm2, trxm4, LE y trxm3 bajo distintos tratamientos
de estrés. Las plantas crecieron durante 5 dias bajo condiciones de dia largo y
posteriormente fueron trasplantadas a medio MS (Control); medio MS suplementado con
100mM NacCl; medio MS suplementado con 5 mM H;0,. Por otro lado fueron sometidas
durante 10 dias a 8 °C en condiciones de dia largo (frio) y durante 3 horas a 37 °C
(choque térmico).

Figura 89.- Pagina 213

Expresion génica de TRXs fy m en plantulas de A. thaliana cultivadas in vitro alos 1, 3y
5 dias después de su germinacion en condiciones control y en presencia de 50 y 100 mM
de NaCl. Los niveles de transcripcion son el resultado de 3 experimentos independientes
y se normalizaron por el método 2-AACT. Cada valor es la media + desviacion estandar
de tres determinaciones derivadas de dos preparaciones distintas de ADNc. Para
relativizar los niveles de expresion se utilizé el valor de AtTRXf1 en condiciones control el
dia 1. Se indican las diferencias significativas con respecto a la linea control (* p < 0,05
segun t-Student).

Figura 90.- P4gina 214

Localizacion histoquimica en A. thaliana de la expresion GUS bajo el control de los
promotores de las TRXs plastidiales de guisante. (A, D, G) plantas transgénicas control
transformadas con vector pBI101. (B, E, H) plantulas de A. thaliana con laconstruccion
PsTRX f::GUS. (C, F, I) plantulas de A. thaliana con la construccion PSTRX m1::GUS.
Plantulas de A. thaliana de 7 dias fueron cultivadas en presencia (D-l), o en ausencia de
luz (A-C). (G, H, I) Aumento de las &reas enmarcadas en D, E y F que muestran detalles
de la zona meristematica.
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Figura 91.- Pagina 215

Localizacion de los elementos reguladores relacionados con estrés abiotico. Se indica la
longitud de los fragmentos, en el caso de PSTRXf tomando como referencia el codén de
inicio (ATG) de latraduccién y en el caso de PSTRXmL1 el sitio de inicio de la transcripcién,
marcado con un triangulo invertido negro.

Figura 92.- Pagina 216

Andlisis de la expresién de PsTRXf, m1y m2 y FNR y actividad G6PDH en plantulas de
P. sativum. Las semillas se embebieron en agua y se incubaron a 22 °C en condiciones
de dia largo. (A) llustracion de las plantulas de guisante en la que se indican las diferentes
partes de la anatomia utilizadas para el aislamiento de ARNm y proteinas. (B)
Cuantificaciéon del contenido relativo de ARNm (teniendo en cuenta los valores
determinados para el apice de la raiz como el valor de referencia) para los genes PSTRX
f, m1y m2y FNR. Cada valor es la media de tres determinaciones de ADNc, y las barras
de error las desviaciones estandar. (C) Reconocimiento inmunolégico de las PSTRXs fy
ml en 30 ug de extractos muestreados a los 2, 3 y 5 dpi (D) Actividad G6PDH en
diferentes partes de la plantula de guisante.

Figura 93.- Pagina 218

Efecto del tratamiento de estrés salino 50 mM NaCl a las 24 y 72 horas respectivamente.
Se sefiala con flechas las regiones analizadas (raiz e hipocotilo) que mostraban signos
evidentes de dafio por el estrés al que fue sometida la plantula.

Figura 94.- P4gina 219

Expresion génica relativa de PSTRX f, m1y m2, FNR y APX1 en epicotilos y las raices de
las plantulas tratadas con NaCl. La acumulacién de ARNm de los diferentes genes fueron
analizados por gPCR. Las semillas se empapan en agua durante 48 h hasta que
aparecieron las plimulas y luego las plantulas se transfirieron a placas que contenian 50
mM de NaCl o agua (control). Epicotilos y raices se analizaron tras 24 h'y 72 h. El
contenido relativo de ARNm se normaliz6 con respecto al obtenido en condiciones control.
Cada valor es la media de tres determinaciones de ADNCc, y las barras de error las
desviaciones estandar. Se indican las diferencias significativas con respecto a la linea
silvestre (* p < 0,05 segun t-Student).

Figura 95.- Pagina 220

Actividad G6PDH inducida en respuesta a la salinidad. Las actividades relativas se
normalizaron con respecto al obtenido en condiciones control. Se indican las diferencias
significativas con respecto a la linea control (* p < 0,05 segun t-Student).

Figura 96.- Pagina 221

Reconocimiento inmunoldgico de las TRXs fy m1 de P. sativum en extractos de epicotilos
pertenecientes a plantas germinadas en presencia de agua (control) y 50 mM NacCl, tras
24 y 72 h de tratamiento. En el ensayo se utilizaron 30 ug de cada extracto previamente
cuantificados.

Figura 97.- Pagina 222

Complementacién de una cepa de levadura deficiente en la expresion TRX (cepa EMY63,
control) en condiciones de alta concentracion de NaCl. EI ADNc de laPsTRX fy la PSTRX
m1l se clono en el vector pFL61. (A) 30 pg de proteina soluble de cada linea se analizé
mediante western-blotting. (B) Respuesta de las cepas ante una concentracion 5 M de
NaCl. (C) Los cultivos de levadura se sembraron a una densidad de 10 7 céls./mL*y 7
pL de diluciones seriadas en medio solido. Como control positivo se utiliz6 el agente
oxidante hidroperdxido de terc-butilo (TBHP).
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